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RESUMEN

Se usaron tres niveles de taninos condensados libres de Lysiloma acapulcencis (TCL: 12.5, 25.0
y 37.5 mg/kg de PV) con el objetivo de evaluar la disminucion de excrecién de huevos por
gramo de heces (HPG), valor del volumen celular aglomerado (VCA), coloracién de la mucosa
ocular (CMO), ganancia diaria de peso (GDP) y conteo de vermes adultos, en 45 ovinos de pelo
de la raza pelibuey infectados artificialmente con una mezcla de nematodos. Los tratamientos
fueron los tres niveles de TCL, y como controles se utilizé agua (placebo) e ivermectina (0.22
mg/kg de PV). Los datos se analizaron mediante un analisis de varianza. Las tres dosis de TCL
disminuyeron significativamente (P< 0.05) la excrecion de huevos, presentd los mejores
resultados en la dosis alta de TCL (37.5 mg/kg de PV). No se observaron diferencias estadisticas
(P> 0.05) en el VCA y CMO. Las ganancias de peso vivo fueron mayores con el grupo que
recibid la dosis alta de TCL. El conteo de vermes adultos (hembras y machos), en la dosis alta
fue similar al tratamiento quimico. Se concluye que la mejor dosis fue la de 37.5 mg/kg de PV,
en la reduccion de excrecion de huevos y en el mejoramiento de la ganancia de peso vivo en los
ovinos de pelo, por lo cual esta dosis podria ser utilizada en la alimentacién de los ovinos como

suplemento alimenticio.

Palabras clave: Ovinos de pelo, Nematodos, Taninos, Lysiloma acapulcensis, lvermectina.



SUMARY

Forty-five Pelibuey sheep were experimentally infected with nematodes to evaluate the effect
of three free condensed tannin (FCT) levels of Lysiloma acapulcensis on faecal egg counts
(FECs), packed cell volumes (PCV), ocular mucosa colours (OMC), average daily gain (ADG),
and adult nematode count. Five treatments were used: 12.5, 25.0, and 37.5 mg of FCT kg—1 of
body weight (BW); sterile water (control); and ivermectin (0.22 mg kg—1 of BW) as chemical
group. The data were processed through repeated measurement analysis. Even though the three
FCT doses decreased (P <0.05) the FEC, the highest reduction was obtained with 37.5 mg kg—1
of BW. No differences were observed in PCV and OMC. Higher ADG (P < 0.05) was observed
with 37.5 mg kg—1 of BW of FCT. The count of adult nematodes (females and males) in the
higher dose of FCT was similar to chemical treatment. Dose of 37.5 mg kg—1 of BW decreased
the parasite infection and improved the lamb performance. Therefore, this dose could be used

as a nutraceutic product in sheep production.

Keywords: Pelibuey Sheep, Tannins, Nematodes, Lysiloma acapulcensis, Ivermectin
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1. INTRODUCCION

Uno de los principales problemas que aquejan a los pequefios rumiantes en las regiones con
climatropical y subtropical es el efecto de los nematodos gastrointestinales (NGI), situacion que
se agrava si consideramos las deficiencias nutricionales en los sistemas extensivos. El efecto de
los NGI es de primordial importancia, desde el punto de vista bioldgico, asi como econémico
(Muhiz-Lagunes et al., 2015); los problemas para el control de los NGI se agravan cuando no
se manejan adecuadamente los rebafios y se abusa de los desparasitantes quimicos, provocando
que se desarrolle resistencia a los mismos(Wolstenholme et al., 2004; Arece et al., 2004); a
partir de esto surge la necesidad de buscar otras estrategias para controlar los NGI, como es el
uso de agentes bioldgicos como los hongos(Fitz-Aranda et al., 2015) y acaros nematofagos
(Garcia-Ortiz et al., 2015) y uso de plantas o extractos con propiedades nematicidas (Olmedo-
Juarez et al., 2014; Von son de- Fernex et al., 2015).

En la region sur del Estado de México, que comprende los municipios de Temascaltepec, valle
de Bravo, Zacazonapan, Santo Tomas de los Platanos, Otzoloapan, Luvianos, Tejupilco,
Amatepec, Tlatlaya, Sultepec y San Simon de Guerrero, los rebafios de pequefios rumiantes son
mas comunes y estan ganando importancia; sin embargo, debido a los sistemas de produccion
extensiva, se han elevado también los problemas asociados a los parasitos gastrointestinales
(Olmedo-Juarez et al., 2014).

El control de los parasitos en el sur del Estado de México recae sobre métodos de control
quimico, los cuales se encuentran a libre venta ya que no se requiere la receta por parte de un
veterinario ni los estudios de laboratorio que confirmen la presencia de los paréasitos en los
rebafios, por lo que se han empezado a presentar casos de resistencia a los antihelminticos
quimicos (Olmedo-Juérez et al., 2014). Sin embargo existe la alternativa del uso de plantas con
principios bioactivos para el control de los NGI. En la region suroccidente del Estado de México
se tienen diversas especies forestales y arbustivas que se pueden utilizar para complementar la
dieta de los pequefios rumiantes y aprovechar el contenido de los metabolitos secundarios para
el control de los NGI, entre las especies que se pueden encontrar en el esta region se pueden
mencionar la Leucaena leucocephala, Enterolobium ciclocarpum, Pithecellobium dulce,

Lysiloma acapulcensis, entre otros (Camacho et al., 2010; Olmedo Juarez et al., 2014).
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En este sentido, se han realizado diversas investigaciones al respecto para probar los compuestos
de diversas plantas como antihelminticos, (Torres-Acosta et al., 2011; Alonso-Diaz et al., 2009;
Olmedo-Juarez et al., 2014) que han encontrado que los compuestos responsables de la accion
antihelmintica son los taninos condensados libres (TCL), que se encuentran en diversas

cantidades en las plantas.
El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del follaje de Lysiloma acapulcensis

agregado a la dieta sobre el establecimiento de la infeccion y la proliferacion de nematodos

gastrointestinales en ovinos
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1. REVISION DE LITERATURA

2.1. Impacto de las nematodiasis en los rumiantes

El ganado que se produce en condiciones de pastoreo se encuentra expuesto al ambiente que le
rodea, este hecho tiene entre otras consecuencias la presencia més destacada de enfermedades
parasitarias que provocan alta mortalidad y por ende pérdidas econémicas significativas en las
unidades de produccion. Particularmente las enfermedades parasitarias originadas por los
nematodos gastrointestinales (NGI), también llamadas helmintiasis, son las principales que
afectan un gran porcentaje de las unidades de produccion ovina. Las helmintiasis son la principal
causa de pérdidas econémicas en las regiones de produccion animal del tropico y subtrdpico a
nivel mundial, incluyendo por supuesto a Latinoamérica (Torres-Acosta et al., 2011). Las
consecuencias negativas de las infecciones son dificiles de observar porque éstas se desarrollan
generalmente de forma subclinica, esta es la principal razén por la que suelen ocasionar pérdidas
econdmicas directas e indirectas muy elevadas que se reflejan en indicadores de vital
importancia como la mortalidad en adultos y crias, disminucién de la fertilidad, ganancias de
peso muy bajas, disminucion de la produccion de leche, ademas de los gastos que se derivan de
los tratamientos utilizados para el control de los NGI y honorarios del médico veterinario
(Lopez-Arellano y Mendoza-de-Gives, 2011). El control quimico de los nematodos es el método
mas utilizado en la actualidad para el control de los parasitos de rumiantes alrededor del mundo,
disponibles en diferentes presentaciones y con diferentes mecanismos de accién de acuerdo con
la familia quimica a la que pertenecen (Coles et al., 2006). Este método de control fue muy
efectivo y econdmicamente viable hasta hace unos afios, cuando a nivel mundial se empez6 a
presentar un fendmeno general de disminucion de la eficacia de estos tratamientos
antihelminticos en ovinos y en las otras especies de rumiantes, esto debido a varios factores
entre los que destacan la frecuencia de los tratamientos, la subdosificacion, el uso reiterado de
un solo antihelmintico o una reinfeccion muy rapida; desarrollando en las poblaciones la
resistencia a los farmacos antihelminticos (Waller, 2006). A nivel mundial se han buscado
estrategias de control de los NGI que sean alternativas viables para poder disminuir el uso de
farmacos y conservar la eficacia de los antihelminticos que aln poseen su efecto vigente;
aumentar las poblaciones de parasitos susceptibles a los tratamientos y mejorar los procesos

ecologicos de la cria de ovinos, llevando esta actividad a un plano més sustentable.
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2.2. Las enfermedades parasitarias y su impacto en la ovinocultura

Las enfermedades parasitarias se encuentran entre las causas mas frecuentes e importantes de
ineficiencia bioldgica y econdmica en los sistemas pecuarios. EI impacto mas fuerte se tiene en
la disminucion de la productividad de los animales, lo que provoca que el productor abandone
la actividad por el desaliento ante el problema. Tomando en cuenta los rumiantes domesticos,
los ovinos son la especie con mayor susceptibilidad a las enfermedades parasitarias, siendo los
NGI los paréasitos de mayor impacto en los sistemas de produccion (Hoste et al., 2008). Entre
las consecuencias bioldgicas en los animales por la presencia de los NGI se encuentran
trastornos en el consumo de alimento, mala digestion, mala absorcion y secrecion de
metabolitos. El efecto de las infecciones puede variar en severidad dando lugar a una marcada
disminucion en la productividad caracterizada principalmente por retardo en el crecimiento y
pubertad, reduccién en las ganancias de peso hasta en un 50%, y mortalidades que oscilan entre
un 20 a 50% (Luna et al., 2010). En Latinoamérica, para el 2006, se estim6 un gasto en
tratamiento antiparasitario en ovinos superior a los 770 millones de dolares (IFAH, 2006). Estos
gastos, se deben a la administracion de farmacos con actividad antihelmintica, los cuales han
sido utilizados desde la década de 1960 y han sido el método de control més efectivo y
econdmico en ovinos (Coles et al., 2006). EIl éxito del control quimico de las helmintiasis ha
sido muy claro y ha permitido tener control sobre la gravedad y extension de los efectos de los
NGI durante todos estos afios. Sin embargo, existen factores que limitan su aplicacién y su
permanencia como método de control en un futuro, entre ellos podemos mencionar el uso
continuo o exclusivo de los antiparasitarios, la administracién de dosis menores a las
terapéuticamente recomendadas, el sobrepastoreo, entre otros, que han ocasionado una

disminucidn en la eficacia de estos tratamientos (Torres-Acosta et al., 2011).
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2.3. Ciclo biologico de los nematodos gastrointestinales

El ciclo biologico de los NGI de los rumiantes es mondxeno, posee un sélo hospedero definitivo
(figura 1), y comprende dos fases: una libre en el medio exterior (exdgena) y otra parasitaria en
el hospedero (enddgena) (Urquhart et al., 1996).

Fase endogena (15 dias)

Fase exdgena (7 dias)

L1
L2

Figura 1. Representacion esquematica del ciclo bioldgico de los nematodos gastrointestinales
de pequefios rumiantes
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2.3.1. La fase de vida libre

Esta fase exdgena del ciclo de vida de los NGI se inicia por la eliminacion por las heces de
huevos ovipositados por las hembras de los parasitos al medio exterior. Este elemento asegura
la contaminacion de las praderas las cuales con condiciones externas favorables (temperatura
minima de 10 °C; humedad relativa de 60%) los huevos embrionan y eclosionan liberando larvas
del primer estadio (L1) (Euzéby, 1963; Urquhart et al., 1996).

Despues de dos mudas sucesivas, las L evolucionan hasta la larva del tercer estadio o larva
infectante (L3). Contrariamente a los huevos y las larvas Lz las L1 y L2 son poco resistentes a las
condiciones adversas del medio ambiente. En zonas templadas y segin las condiciones
ambientales, las Ls pueden sobrevivir varios meses en las praderas (O"Connor et al., 2006). Al
contrario, en zonas tropicales/subtropicales, la sobrevivencia de las L3z es menor pudiendo ser
de algunas semanas debido al incremento de la actividad fisica favorecida por las elevadas
temperaturas y humedad que agota sus reservas lipidicas (Urquhart et al., 1996; O"Connor et
al., 2006).

2.3.2. La fase parasitaria

Esta fase comienza después del a ingestion de las larvas Lz por el hospedero. La primera etapa
de la invasién del tubo digestivo por las Ls corresponde a su desenvainamiento (pérdida de la
vaina procedente de las Ls). Este fendmeno marca la transicion entre la vida libre y la vida
parasitaria (Hertzberg et al., 2002). En la fase enddgena, la larva infectante muda en el rumen,
al haber un pH ligeramente acido (5.5- 6.5), existe una secrecién de la enzima
leucinoaminopeptidasa a través de las células neurosecretoras de la larva, en seguida la larva
penetra al abomaso entre los 10 y 20 minutos después de haber sido ingerida, en donde se
transforma en L4 (desenvainamiento) (Dakkak et al., 1981). Después del desenvainamiento, las
Ls penetran en la mucosa de los 6rganos digestivos, lugar donde mudan. Inmediatamente
alcanzan el estado 5 (Ss), también denominado estado pre-adulto o adulto juvenil. El paso del
Ss al estado adulto corresponde la adquisicion de la madurez sexual. Después de la fecundacion
por los machos, las hembras depositan sus huevos en la materia fecal de los hospederos (Euzéby,
1963).
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La cronologia del desarrollo de los estados parasitarios de los NGI difiere en funcion de la
especie, de la importancia de la infeccion o del hospedero (resistencia). El tiempo entre la
ingestion de las Lz por el hospedero y la primera puesta de huevos por los adultos se denomina
periodo pre-patente. En general, este dura de 2 a 3 semanas por la mayor parte de las especies
de los ovinos y caprinos. Puede durar hasta cinco semanas para ciertas especies de Strongyloidea
de los bovinos, por ejemplo, O. radiatum (Urquhart et al., 1996).

En periodos invernales, en zonas templadas o durante un prolongado periodo seco en zonas
tropicales, es muy frecuente que las larvas se enquisten dentro de la mucosa digestiva y entran
en hipobiosis larvaria lo cual retarda su desarrollo. Estas larvas enquistadas contindan su
evolucidn en la primavera o en los periodos Iluviosos siguientes (Euzéby, 1963). En este caso,

la duracion del periodo pre-patente pasa de 3 semanas a 3 0 4 meses.

2.3.3. Biologia de las larvas infectantes

En el pasto, las larvas Lz de los NGI poseen una vaina que es un vestigio de la cuticula de la L.
Por la presencia de esta vaina, las Lz son mas resistentes a las condiciones exteriores (O"Connor
et al., 2006). La sobrevivencia de las Lz depende de la especie de parasito, de las condiciones
climaticas y del ambiente externo (O"Connor et al., 2006). En general, las L3 de H. contortus,
sobreviven de 10 a 15 semanas en la primavera, mientras que durante el periodo seco y caluroso
este periodo se acorta a 3 0 4 semanas. Los musgos y la materia fecal ofrecen condiciones
Optimas para la sobrevivencia de las Lz, por la creacion de condiciones microclimaticas

favorables (Rogers y Sommerville, 1963).

Ademas de los factores fisicos, las larvas L3 son muy resistentes a los agentes quimicos o
biolégicos. Sin embargo, estas larvas son presas o0 sustratos naturales de otros organismos
bacterianos (Bacillus thuringiensis) o ciertos hongos calificados como nemat6fagos

(Duddingtonia flagrans) (Chandrawathani et al., 2004)

Las Ls son muy moviles y se desplazan horizontal y verticalmente sobre la hierba siguiendo un
hidrotropismo positivo (en busca de la humedad), un fototropismo negativo (huyen fuertemente
del a luz) y un geotropismo negativo (Euzéby, 1963; Rogers y Sommerville, 1963). Este

movimiento favorece la ingestion de los animales de cantidades considerables de larvas y por
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tanto lograr la parasitacion de los rumiantes. Sin embargo, estos movimientos constantes son
perjudiciales para la sobrevivencia de las Lz ya que estas son incapaces de nutrirse, por lo que
agotan sus reservas energéticas en esos movimientos (Rogers y Sommerville, 1963; O"Connor
et al., 2006).

La infeccion del hospedero por las Lz se inicia con el desenvainamiento. Este fendmeno ocurre
en el 6rgano digestivo que le antecede. De este modo, las larvas Ls de las especies abomasales
se desenvainan en el rumen, mientras que las especies intestinales en el abomaso (Rogers y
Sommerville, 1963). EI desenvainamiento ocurre de 60-80 minutos después de la ingestion de

la larva infectante (Hertzberg et al., 2002).

2.4. Efectos de los NGI sobre la fisiologia digestiva

2.4.1. Disminucion de la ingestion

En general, las infecciones por los NGI estdn asociadas a una pérdida del apetito. Se ha
encontrado que en infecciones severas esta disminucion del apetito puede llevar a una anorexia
total (Urquhart et al., 1996; Hoste et al., 1997; Knox et al., 2006). Sin embargo, los mecanismos
patogénicos implicados no estan totalmente identificados, aunque a veces se ha mencionado el
posible papel de hormonas peptidicas secretadas por las células digestivas (por ejemplo, la
gastrina, colecistoquinina, Dynes et al., 1998)

2.4.2. Mala digestion y mala absorcion

Los nematodos que parasitan los diversos érganos digestivos inducen las lesiones mayores en
los epitelios. En el abomaso, la presencia de vermes esta asociada a modificaciones de las
glandulas gastricas, incluyendo una menor densidad de células diferenciadas, especialmente las

células que producen el acido clorhidrico.

Las mayores alteraciones descritas en el intestino a escala tisular o celular son abrasiones de las
vellosidades, con hiperplasia de las glandulas Lieberkiihn y, una alteracion severa (menor

diferenciacion) de los eritrocitos (Hoste et al., 1997).
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Légicamente, esas modificaciones estructurales poseen repercusiones funcionales notables
sobre la digestion de los alimentos y la absorcion de los nutrientes a lo largo del tracto digestivo.
En el estbmago funcional de los rumiantes (abomaso), el parasitismo gastrointestinal provoca
un aumento del pH géstrico dando lugar a una caida de la actividad de la pepsina, asi como un
agotamiento profundo de las actividades enzimaticas asociadas con enterocitos intestinales. La
presencia de los vermes es el origen de las alteraciones de la permeabilidad de los epitelios y
los trastornos del peristaltismo que reducen el tiempo de contacto entre las membranas mucosas

y el quimo (Hoste et al., 1997).

La combinacion de estos diversos procesos que afectan tanto las estructuras o funciones
digestivas, explica los fendmenos de la mala digestion/absorcion clésica que se describe en las

infecciones por NGI estrongilidos (Hoste et al., 1997; Knox et al., 2006).

2.4.3. Modificaciones y reorientaciones del metabolismo

Mientras los efectos negativos del parasitismo en la ingestion y digestion de los alimentos
aumentan, ocurre un cambio en la reorientacion del metabolismo del hospedero (Hoste et al.,
1997). La reduccion de la ingestion y de la absorcién resulta en una disminucion de la
disponibilidad de nutrimentos. Paralelamente, la presencia de los parésitos aumenta las
necesidades nutricionales de los hospederos para mantener la homeostasis sanguinea (en el caso
de los vermes hemato6fagos) y la integridad de sus epitelios y mucosas digestivas y, también
para desarrollar una respuesta inmunitaria efectiva (Kyriazakis et al., 1996). La conjugacion de
estos fendmenos, conducen a una demanda de nutrientes, especialmente proteinas para reparar
las lesiones provocadas a nivel de los sitios de accion de los parasitos, en detrimento de los sitios
habituales de sintesis de proteinas por los hospederos (glandula mamaria, foliculo piloso,

musculo), lo cual aumenta las pérdidas en produccion.

Estas profundas perturbaciones del metabolismo energético y proteico contribuyen a mantener
las pérdidas zootécnicas por las infecciones parasitarias (Hoste et al., 1997). Ademas, Knox et
al. (2006) sugirieron que el metabolismo del fosforo, del calcio y del hierro también se modifica

por la presencia de los NGI.
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2.4.4. Los mecanismos patogenicos

Las perturbaciones pato-fisiologicas son el resultado de efectos puramente mecénicos asociados

a los efectos de excrecién-secrecion de los nematodos.

2.4.5. Los efectos mecanicos

Las lesiones de la mucosa digestiva se deben en parte al efecto mecanico de los vermes,
relacionado con su adhesién a los epitelios ocasionando dafios a las estructuras anatdmicas
especializadas del hospedero (Hoste et al., 1997). Determinadas especies de Strongylidae
(Chabertia ovina, por ejemplo), presentan una cépsula bucal bien desarrollada que le permite
fijarse al epitelio digestivo (Euzéby, 1963; Urquhart et al., 1996).

Sin embargo, Trichostrongyloidae posee una capsula bucal reducida. S6lo los hemat6fagos
como H. contortus presentan una neoformacion dental. Por otra parte, para las especies
intestinales como Trichostrongylus o Cooperia spp., ha sido descrito un efecto abrasivo de su
cuticula sobre los enterocitos (Hoste et al., 1997).

2.4.6. Efectos de los productos de excrecion-secrecion

La mayoria de los nematodos gastrointestinales liberan dentro de su ambiente productos de
excrecion-secrecion (E/S). La naturaleza biogquimica de estos productos presenta ciertas
propiedades enzimaticas (proteasas, acetilcolinoestearasas) (Hoste et al., 1997), pero también
glicoproteinas y monosacaridos, lipidos, prostanoides (Garretson, 2007).

El papel de estos productos de E/S no esta del todo claro, pero se sospecha de su participacion
en la instalacion de las Ls, su nutricion y la reproduccion de los parasitos adultos en el hospedero
(Huby et al., 1999).

Algunas moléeculas liberadas también afectan las mucosas del hospedero, participando en la
génesis de las perturbaciones patofisioldgicas, y también contribuyen a mantener el equilibrio

parasito-hospedero (Huby et al., 1999).
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2.5. El control convencional de los NGI

De manera convencional en la actualidad, médicos veterinarios y aun los productores han
aprendido que la mejor manera de controlar los NGI en ovinos es la desparasitacion regular de
todos los animales; esta estrategia les permitid ver un beneficio inmediato en todo el rebafio. Sin
embargo, la dependencia exclusiva del método de control quimico para los nematodos
gastrointestinales ha demostrado ser poco sustentable ni eficiente a largo plazo. (Galina y
Cuellar, 2009). Hasta ahora la desparasitacion con medicamentos quimicos ha sido la propuesta
mas efectiva para el control de los parasitos; a pesar de que cientificos y productores han
trabajado en la busqueda de diversas estrategias de control de los nematodos causantes de
enfermedades parasitarias (Coles et al., 2006). Los antihelminticos disponibles en la actualidad,
se agrupan de acuerdo a su naturaleza quimica y efectos sobre los parasitos, siendo los
benzimidazoles, imidazotiazoles y las lactonas macrociclicas los mas utilizados para el
tratamiento de las nematodiasis en ovinos por ser considerados antihelminticos de amplio
espectro. Estos compuestos son efectivos en el control de los NGI de los ovinos, con las
indicaciones y dosis adecuadas basadas en criterios técnicos, con el fin de obtener respuestas
clinicas favorables. A pesar de esto, existen factores como la naturaleza quimica del compuesto,
las propiedades farmacocinéticas, las caracteristicas de los animales y de los parésitos que
limitan el efecto de dichos medicamentos, lo que puede favorecer la aparicion de resistencia en

los parasitos a estos principios activos (Marquez, 2007).

2.6. Resistencia antihelmintica

La resistencia a los antihelminticos es un fendmeno que se ha presentado en todo el mundo, se
caracteriza porque disminuye gradualmente el efecto antihelmintico sobre los parasitos de todas
las especies (Jabbar et al; 2006). La resistencia antihelmintica por definicion es la capacidad de
los parasitos de sobrevivir a tratamientos antihelminticos que a dosis terapéuticas normalmente
causarian inhibicion del crecimiento o muerte de individuos de una poblacion normal o
susceptible. Esta modificacion es genetica y heredable a la progenie y le confiere a ciertos
parasitos la capacidad de sobrevivir al efecto farmacoldgico de una droga antihelmintica, dando
lugar a una poblacidn resistente. La aparicién de la resistencia es gradual, pues al comienzo del
desarrollo de la resistencia solo una pequefia parte de la poblacion parasitaria posee tolerancia

genética al tratamiento. sin embargo, ante reiteradas desparasitaciones con una misma droga, la
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mayor parte de la poblacion susceptible muere y sobreviven de esta forma los organismos que
han desarrollado resistencia que, luego de sucesivos tratamientos, llegan a representar la
mayoria de la poblacién y transmiten esta capacidad o toda su descendencia (Martinez-Ortiz-
de-Montellano, 2010). El primer caso de NGI resistentes a los antihelminticos fue reportado en
1977, en los EE.UU (Drudge, et al., 1977). Hoy en dia, el fendmeno de la resistencia
antihelmintica de los parésitos esta muy extendido y se ha convertido en un problema muy grave
en los principales paises productores de ovinos. México no esta exento del problema, se ha
detectado resistencia antihelmintica en los estados de la Republica ubicados en el golfo de
México y algunos del centro del pais. Campos et al. (1990) reportaron el primer caso de
resistencia en México, en donde determinaron la presencia de una cepa de NGI resistentes al
albendazol. Sin lugar a duda, hoy en dia los parasitos resistentes a los antihelminticos, son una
realidad en muchos rebafios ovinos de México (Torres-Acosta et al., 2011). Actualmente, a nivel
nacional, se encuentra ya establecido un fendmeno de multiresistencia antinelmintica donde se
ven comprometidas todas las familias de antiparasitarios disponibles en el mercado y varios
géneros de NGI (Aguilar et al., 2009).

El cuadro 1, muestra los reportes de resistencia antihelmintica en ovinos realizados en el sureste

de México.
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Cuadro 1. Reportes de resistencia antihelmintica en el sureste de México, lugar, antihelminticos,

géneros de nematodos gastrointestinales involucrados, autor y afio

Lugar Familia de Géneros Autor y Afio
Antihelmintico Involucrados
Ote. de Yucatan Benzimidazoles Haemonchus Torres-Acosta et al,

Edo. de Yucatan

Huimanguillo y

Teapa, Tabasco

Centla, Tabasco

Edo. de Tabasco

Edo. de
Campeche
Centro y Altos
de Chiapas

Centro, Tabasco

Benzimidazoles y
Lactonas Macrociclicas
Benzimidazoles

Benzimidazoles y
Lactonas Macrociclicas

Benzimidazoles,
Imidazotiazoles y
Lactonas Macrociclicas
Benzimidazoles y
Lactonas Macrociclicas
Benzimidazoles,
Imidazotiazoles y
Lactonas Macrociclicas
Benzimidazoles,
Imidazotiazoles y
Lactonas Macrociclicas

Haemonchus y
Trichostrongylus
Haemonchus,
Teladorsagia,
Cooperia'y
Oesophagostomum
Haemonchus,
Teladorsagia 'y
Cooperia

No Reportado
Trichostrongylus

Haemonchus y
Teladorsagia

Haemonchus y
Trichostrongylus

2003

Torres-Acosta et al,
2003
Gonzalez-Gardufio
etal., 2003

Nuncio et al. 2003

Nuncio et al. 2005

Torres-Acosta et al,
2007
Sanchez et al.,2008

Medina et al., 2011
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2.7. Alternativas de control de NGI en ovinos
Se han desarrollado diversas alternativas para el control de NGI, con distintos grados de avances
y de eficacia; estas alternativas se han centrado en la disminucion del uso de farmacos. Entre las

estrategias disefiadas para el control de los NGI en ovinos podemos mencionar las siguientes:

2.7.1. Innovaciones en los sistemas de pastoreo

La rotacion de potreros es una manera de disminuir el impacto de los parasitos, ya que reduce
la ingestion de larvas infectantes en el forraje que ingieren los animales. Cuando se utiliza la
rotacion de potreros se permiten periodos de descanso de la pradera, lo que permite que la
radiacion solar y el ciclo bioldgico natural de los NGI reducen la poblacion de larvas infectantes
Martinez-Ortiz-de-Montellano, 2010). Carrion (2006), en la zona oriental de la Republica de
Cuba, encontro que el periodo de tiempo con riesgo significativo de infeccion en el pastizal se
relaciona directamente con el nivel de infeccion de los animales que ocuparon dicho pastizal.
De acuerdo con los resultados del estudio, cuando la infeccion se encuentra entre 500 y 1000
huevos por gramo de heces (HPG), el periodo de mayor riesgo de infeccion se encuentra entre
los 15 y 36 dias posteriores a la ocupacién; cuando la infeccién del rebafio es superior a 1000
HPG el periodo de mayor riesgo de infeccion se extiende desde los 12 hasta 41 dias. Sin
embargo, cuando el rebafio tiene un nivel bajo de infeccién inferior a 500 HPG, no existen
periodos de riesgo de re-infeccion inmediata. En México no existen trabajos publicados

parecidos a este (Martinez-Ortiz-de-Montellano, 2010).

2.7.2. Control biolégico

En la naturaleza se han encontrado organismos que son antagonicos a los parasitos. Estos
organismos presentan gran diversidad y actGan en la naturaleza como un control natural, en
algunos casos han llegado a tener un impacto benéfico como control biol6gico de los NGI de
los ovinos. Estos organismos pueden ser bacterias, &caros y hongos (Aguilar-Marcelino, 2012).
Entre los organismos que se han probado como control bioldgico de NGI en rumiantes como
alternativa a los farmacos, los hongos de naturaleza nemat6faga son los que han tenido mejores
resultados. Gonzalez-Gardufio (2006) realiz6 un estudio in vitro para evaluar la capacidad de

depredacion del hongo nemat6fago Duddingtonia flagrans sobre algunas especies de larvas de
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NGI de ovinos (Ostertagia circumcinta, Haemonchus contortus y Trichostrongylus
colubriformis) encontrando porcentajes de captura de larvas con rangos entre 40 a 93%. En otros
estudios se ha evaluado la capacidad de adhesion de las esporas de la bacteria Pausteria sp.,
para disminuir las poblaciones de H. contortus encontrando porcentajes de adhesion de 0-40%
en diferentes estadios bioldgicos del NGI (Aguilar-Marcelino, 2012), Asi mismo Ojeda et al.
(2008), encontraron que el efecto de D. flagrans sobre larvas de nematodos gastrointestinales
fue de 37-92% de reduccion de larvas. Sin lugar a dudas los resultados de estos estudios arrojan
una luz sobre el problema de los parasitos y dejan ver el potencial que tienen los microrganismos

como alternativa de control de los NGI de los rumiantes.

2.7.3. Plantas con propiedades antihelminticas

En la mayoria de los continentes, fundamentalmente en paises en vias de desarrollo, la medicina
tradicional se basa en el conocimiento empirico del uso de plantas (etnomedicina veterinaria) y
es ampliamente difundida (Hounzangbe-Adote, 2004; Githiori et al., 2006). Por otro lado, en
los paises desarrollados apuestan por una agricultura sostenible y bioldgica, que logren reducir

los residuos quimicos en los alimentos de origen animal (Waller y Thamsborg, 2004).

Otro aspecto a considerar en el empleo de métodos alternativos de control parasitario es la
reduccion de la presién de seleccion al minimizar su uso pues presentan ventajas comparativas
como 1) la disponibilidad de recursos de este tipo, 2) la ausencia actual de resistencia a los
compuestos activos y, 3) escasa disponibilidad de antiparasitarios de calidad en los paises en

desarrollo.

Las plantas pueden funcionar ya sea como remedios con preparaciones a base de ellas, o de
acuerdo con el concepto més innovador de las plantas como operadores nutracéuticos, a menudo

como forraje.

Las preparaciones fitoterapéuticas a base de plantas son por lo general preparadas con mezclas
complejas de compuestos activos, que se brindan para tratar los animales infectados por un
periodo corto. Los nutracéuticos se definen como una planta que es consumida por los animales

y brinda ventajas tanto sobre la salud de los animales como en su nutricion en su sentido estricto
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(Andlauer y Furst, 2002). Su incorporacion en la racién, por periodos més prolongados (de

varios dias a un mes) es generalmente concebido con fines preventivos.

Los estudios sobre el efecto de las plantas con propiedades antiparasitarias han permitido
confirmar el interés potencial del ajo (Allium sativa), de saifoin (Onobrychis viciifolia), papaya
(Carica papaya), hoja de yuca (Manihot esculenta), o algunas arbustivas tropicales como
leucaena (Leucaena leucocephala y Lysiloma latisiliquum, entre otras), (Marley et al., 2003,
Githiori et al., 2006; Chagas et al., 2008).

El empleo potencial de las plantas con principios bioactivos presenta también sus limitantes. La
primera de ella resulta la escasez de informacion cientifica sobre los compuestos activos, su
modo de accion y, los factores que influyen en su efectividad. Otro elemento es la toxicidad
eventual en los animales de algunas especies y la adecuada posologia para encontrar su efecto
benéfico (Githiori et al., 2006).

Sin embargo, debido a su explotacion como forrajes, los efectos nutracéuticos a menudo se
consideran de bajo riesgo toxico. La variabilidad inherente de las plantas de acuerdo a las
condiciones ambientales o de crecimiento en funcion de las especies o variedades utilizadas
deben también ser consideradas y estudiadas a fin de estandarizar los mejores tratamientos
fitoterapéuticos, de acuerdo a la planta, las condiciones climaticas y las practicas de crianza de
los animales (Rochfort et al., 2008). Una ultima limitacion es el riesgo ecolégico posible. Los
casos de sobre-explotacion de las plantas por sus propiedades medicinales ya han sido
reportadas con un impacto ambiental relacionada con el riesgo de extincion de las especies de

plantas o de ecotipos de interés en ciertas regiones (Hounzangbe-Adote, 2004).

Chagas et al. (2008) demostraron en ovejas como los alcaloides son responsables del efecto
antihelmintico del arbol del Neem (Azadirachta indica). Algunos terpenos como los
sesquiterpenos, se les atribuyen las propiedades antiparasitarias de achicoria (Cychorium
intybus) (Marley et al., 2003). Por su parte, Githiori et al. (2006) informaron que los compuestos
responsables de la actividad antiparasitaria de Calotropis procera y Terminalia glaucescens

parecen ser alcaloides y antraquinonas, respectivamente.

En la tematica del uso de plantas con propiedades antiparasitarias en los altimos 20 afios se ha

puesto de manifiesto que la explotacion de las propiedades bioactivas de las plantas
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antiparasitarias son una alternativa valida para el empleo de los AHs sintéticos (Niezen et al.,
1996; Githiori et al., 2006; Hoste et al., 2008). En particular, los resultados méas alentadores se
presentan en el valor potencial de las plantas, incluidas las leguminosas, ricas en taninos

condensados.

2.7.3.1. Papel de los taninos en las plantas

Los taninos como metabolitos secundarios de los vegetales (Bruneton, 1999) no estan
implicados en el crecimiento y la reproduccién de las plantas, sin embargo, desempefian un
papel en la defensa frente a agresiones de diversos fitéfagos. Por lo tanto, altas concentraciones
de estos metabolitos en las plantas inhiben el desarrollo de bacterias, hongos y nematodos
patogenos (Rochforth et al., 2008).

Se ha demostrado que la ingestion de taninos causa lesiones en el tracto gastrointestinal (TGI)
de los herbivoros. La presencia excesiva de taninos también afecta el sabor de las plantas por lo
que disminuye su palatabilidad y capacidad de consumo, como resultado de la astringencia que

estos ocasiona (Austin et al., 1989).

2.7.3.2. Localizacién de los taninos en los tejidos vegetales

Todos los érganos de las plantas pueden contener taninos, pero la localizacion principal difiere
segun la especie de planta en cuestion. De manera general los taninos son mayoritariamente
almacenados dentro de los tejidos epidérmicos y sub epidérmicos de las hojas, pero también se
pueden encontrar dentro del pericarpo de los frutos y raices. A nivel celular, los taninos
hidrosolubles (THs) estdn predominantemente dentro de las paredes celulares y entre los
espacios intracelulares. Los taninos condensados (TC) son sobre todo almacenados en las
vacuolas intracelulares en forma libre y, en proporciones variables, vinculadas a las fibras
(lignina) o proteinas de las paredes celulares (Frutos et al., 2002). Una misma especie de planta
puede sintetizar TC y THs y pueden tener una diferencia en la distribucion de cada uno de ellos
de acuerdo al 6rgano de la planta en cuestion (Jean-Blain, 1998).
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2.7.3.3. Efecto de los taninos condensados

El principio enunciado por Paracelso (“la dosis solo hace el veneno”) sigue siendo valida para
el caso de los TC, ya que los efectos nefastos sobre la produccion y la salud de los animales han

sido observados unicamente después de la ingestion masiva de recursos forrajeros ricos en TCs.

Inversamente a los THSs, los TCs son raramente asociados con una toxicidad aguda en los
rumiantes (Butter et al., 1999). Un nivel de consumo bajo o moderado de TC se asocia con
efectos favorables, mientras que la ingestion de elevados niveles resulta en aspectos negativos
en parametros de salud y sobre la fisiologia digestiva de los animales (Butter et al., 2000; Min
y Hart, 2003). Por consiguiente, se pueden identificar tres tipos de consecuencias zootécnicas
segun los tenores de TCs en la racion (Paolini et al., 2003).

2.7.3.4. Plantas ricas en taninos condensados (TC)

De manera general, los TC se encuentran mayormente distribuidos en el reino vegetal que los
THs (Jean-Blain, 1998), ya que estos se encuentran tanto en las Angiospermas como en las
Gymnospermas (Bruneton, 1999). Determinadas especies de la familia Pinaceae, de Fagaceae
(roble), de Rosideae (acacias) y, de Rosaceae (manzanas, fresas) contienen cantidades
considerables de TC superiores al 5% de la MS. Entre las Fabaceae (leguminosas), determinadas
especies forrajeras, como Onobrychis viciifoliae, Hedysarum coronarium, Lotus pedunculatus
poseen niveles entre 2 y 5%. En tanto, en las zonas tropicales los arbustos como, L.
leucocephala, D. cinerea, Gliricidia sepium poseen niveles entre 15 y 22% (Romero, et al.,
2000)

2.7.3.5. Efectos sobre la ingestion voluntaria de alimentos (consumo voluntario)

La masticacion de las plantas por los animales provoca la ruptura de las paredes de las células
vegetales por lo que se liberan los TC contenidos en las vacuolas dentro de la boca del animal.
Debido a la sensacion de astringencia asociada a la presencia de los TC en la boca, se inducen
efectos sobe la ingestion voluntaria de los alimentos (consumo voluntario) y ademas se pueden

modificar las funciones ruminales y post ruminales sobre el bolo alimenticio. Sin embargo, para
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las leguminosas de zonas templadas, cuyo contenido de TC es de bajo a moderado (<4 a 5% de
la materia seca) los consumos de alimentos son escasamente modificados (Terrill et al., 1992)
Yy, en consecuencia, provocan efectos favorables en el proceso fisidlogo digestivo por el efecto

protector fundamentalmente de la proteina, convirtiéndola en proteina pasante.

2.7.3.6. Efectos sobre la digestion de los alimentos

Los TC afectan las diferentes etapas de la digestion a nivel ruminal y post ruminal, lo que explica

las consecuencias asociadas sobre los diversos aspectos de la produccion de los rumiantes.

2.7.3.7. Efectos en la fermentacion ruminal

El rumen se caracteriza por poseer un pH de 6 a 7. A esta gama de pH, los complejos que se
forman entre los TC y las proteinas son estables (Butter et al., 2000) y contribuyen a proteger
las proteinas de la degradacion ruminal. La formacion de estos complejos entre los TC vy las
proteinas alimentarias o su fijacion a las enzimas bacterianas reducen globalmente la prote6lisis
ruminal (Jean-Blain, 1998; Min et al., 2003).
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2.7.3.8. Efectos post ruminales

La proteccion de la degradacion de las proteinas dentro del rumen conduce al aumento del flujo
de proteinas asimilables hacia el intestino y, por consiguiente, un aumento de la absorcién de
aminoéacidos (Min et al., 2003). Segun Butter et al., (2000) el pH acido induce una disociacién
de los complejos TCs-Proteinas, y la liberacion de las proteinas y aminoécidos, permitiendo asi
su digestion y absorcidn a nivel intestinal (Zimmer y Cordesse, 1996; Butter et al., 1999). En
ovejas se ha encontrado un aumento del 50% del flujo de nitrégeno post ruminal cuando

consumen trebol (Lotus corniculatus), comparados con un grupo control (Waghorn, 2008).

2.7.3.9. Mejora de las producciones

Se ha demostrado que el consumo de plantas que contienen TC (L. corniculatus) en cantidades
moderadas afecta el crecimiento de ovinos en desarrollo (Ramirez-Restrepo y Barry, 2005), o
en bovinos en desarrollo. Por otra parte, la ingestion de niveles bajos de TC influye también en
los niveles de produccion y la calidad de la leche (Min et al., 2003; Rochfort et al., 2008). El
consumo de lotus o de sulla (Hedysarum coronarium) se ha asociado a un incremento de la
produccidn de leche en ovinos y bovinos (Min et al., 2003). Por otra parte, se ha demostrado un
aumento de la tasa de proteinas en la leche en vacas de un 10% y un 12% en ovejas que
consumen TC, la tasa de lactosa se increment6 a un 14% en ovejas al ser comparado con
animales que no recibieron esta la suplementacion con plantas ricas en TC (Min et al., 2003,
Rochfort et al., 2008). Finalmente, una ingestion moderada de TC (de 2 a 4% del total de la
racion) se asocia a un aumento de la produccion de lana. Por ejemplo, el consumo de L.
corniculatus induce un aumento de un 11% de la produccion de lana en ovinos (Luque et al.,
2000), que esta asociado con un incremento de la absorcidn en particular de cisteina, el cual es

un aminoacido esencial para la produccion de la lana.
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2.7.3.10. Efectos sobre la salud de los animales

2.7.3.10.1. Prevencion de la meteorizacion espumosa

En los rumiantes, la meteorizacion espumosa, también conocido como timpanismo espumoso,
es el resultado de la acumulacion de gas derivados de la fermentacion exacerbada en el rumen
que es “secuestrada” dentro de una espuma estable formada a partir de proteinas solubles de la
racion (Rochfort et al., 2008). Este desorden sanitario aparece con frecuencia tras consumos

excesivos de leguminosas como el trébol (Trifolium repens) o alfalfa (Medicado sativa).

Contrariamente, el consumo moderado de plantas ricas en TC (en el orden del 0,5% de la MS)
como algunas leguminosas forrajeras se asocian a una prevencién de los riesgos de timpanismo
espumoso (Ramirez-Restrepo y Barry, 2005; Rochfort et al., 2008). Ello se explicaria por la
formacion de complejos de los TC con las proteinas procedentes de los alimentos, reduciendo

de este modo las fermentaciones ruminales (Zimmer y Cordesse, 1996).

Los TC inhiben también el crecimiento y la multiplicacién de los microorganismos del rumen
para su fijacion a las constituyentes de sus paredes celulares, bloqueando de ese modo, el
transporte molecular, ademas que esa agregacion celular entre ellos bloquea su capacidad de

division (Mc Sweeney et al., 2008).

2.7.3.10.2. Prevencion de episodios diarreicos

El consumo de forrajes ricos en TC esta generalmente asociado a un aumento de la materia seca
de las heces lo que contribuye a evitar los episodios diarreicos (Min et al., 2003;). Ademas,
como consecuencia disminuyen los riesgos de miasis cutaneas debido a la disminucién de las

suciedades de las zonas del periné como las diarreas (Larsen, 2006).
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2.8. Efectos de los taninos condensados sobre los pardsitos gastrointestinales de los

rumiantes

Desde los inicios de los afios 90°s, los efectos de los TC sobre el parasitismo gastrointestinal de
los rumiantes han sido estudiados fuertemente y constituyen una alternativa complementaria al
empleo reiterado de antihelminticos sintéticos para combatir las parasitosis digestivas (Paolini
et al., 2004; Waller y Thamsborg, 2004; Ramirez-Restrepo y Barry, 2005; Githiori et al., 2006;
Hoste et al., 2008).

El interés principal se inicia a partir de leguminosas forrajeras de climas templados como L.
pedunculatus o L. corniculatus, H.coronarium, Lespedeza cuneata, Dorycnium rectum, u
Onobrychis viciifoliae, de las cuales sus efectos antiparasitarios han sido confirmados a través
de diversos estudios (Marley et al., 2003; Heckendorn, 2007; Hoste et al., 2008). El hecho que
estas leguminosas presentan la particularidad de tener tenores moderados de TC, mientras que
estan desprovistos o poseen bajos niveles de THs (Mueller-Harvey, 2006; Hoste et al., 2008)
contribuyen fuertemente a considerar el efecto de los TCs en las respuestas obtenidas en las
reducciones parasitarias. Existen estudios mas recientes que integran estos conceptos de plantas
de otras familias de zonas templadas o tropicales consumidas por los ovinos y caprinos que

presentan niveles de TCs de moderados a altos (Alonso-Diaz et al., 2009).

En ciertos casos, el papel de los taninos en los efectos observados ha estado subrayado por el

empleo de métodos inhibidores in vivo e in vitro (Brunet et al., 2008).

2.8.1. Estudios in vitro: evidencias de efectos antihelminticos

Existen en la actualidad un gran nimero de estudios in vitro aplicados para valorar la eficacia
antihelmintica de extractos de plantas ricas en taninos, que constituyen herramientas para la
realizacion de screeening para la seleccion de plantas con propiedades antiparasitarias. De
manera general, estas se desarrollan a partir los mismos principios que se evallan los
antiparasitarios sintéticos. En estudios recientes se evaluo el efecto larvicida de extractos
acuosos de dos leguminosas tropicales Lysiloma acapulcencis y Pithecellobium dulce, donde

los resultados del primero fueron mejores en eclosion de huevos, desarrollo larvario y migracion
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larvaria, siendo en este ultimo ensayo similar al resultado obtenido con levamisol al 1% para el

caso de L. acapulcensis (Olmedo-Juérez et al., 2014).

Estas pruebas in vitro poseen como principal ventaja que permite realizar una seleccion rapida
y estandarizada de multiples muestras. La mayoria de ellas son reproducibles, sensibles y a su
vez bastante fiables (Jackson y Miller, 2006). La interpretacion de la informacion obtenida
descansa en la hipotesis de un efecto directo de tipo farmacoldgico de los TC sobre los parasitos.
Las concentraciones de TC empleadas a cada test in vitro se corresponden con varias gamas de
concentraciones de TC medidos in vivo (Molan et al., 2003). Aunque los resultados obtenidos
in vitro estan fuera del contexto de la respuesta fisioldgica e inmunoldgica puede representar,
en alguna manera, una prediccion de los efectos in vivo, no obstante, los estudios en los animales

Son necesarios.

2.8.2. Estudios en condiciones de infeccion experimental. Efecto sobre larvas infectantes (Ls)

Para confirmar los estudios in vitro que indican un efecto significativo sobre la biologia de las
Ls (migracion y desenvainamiento) de diversas especies de parasitos en presencia de TC, son
necesarios estudios in vivo para verificar si la instalacion de las L3 esta siendo modificada en un
ambiente digestivo rico en TC, unido al consumo de recursos forrajeros ricos en TC (quebracho,

leguminosas templadas o tropicales).

En presencia de quebracho, las reducciones significativas de la instalacion larvaria ha estado en
el orden del 65-70% en cabras infestadas por T.colubriformis y T.circumcincta (Paolini et al.,
2003c); en el caso de H. contortus en el orden de un 33% (Paolini et al., 2004). Estos efectos
son comparables sobre los procesos bioldgicos iniciales de las larvas infectantes de H. contortus

encontrados después del consumo de L. latisiliquum, en cabras (Brunet et al., 2008).

Se ha reportado una gran variabilidad similar de resultados en funcion de las especies de
parasitos implicadas con plantas ricas en TC. Por ejemplo, el empleo de leguminosas templadas
(Onobrychis viciifoliae) obtuvo reducciones considerables en la cantidad de vermes adultos de
T. colubriformis y T. circumcincta en ovinos (Thamsborg et al., 2003); todo lo contrario sucedio
en ovinos y terneros parasitados con H.contortus y T. colubriformis (Paolini et al., 2005 y Rios
de Alvarez et al., 2012).
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Para las plantas tropicales solamente se dispone de un estudio que indica la reduccion
significativa en la reduccion de vermes adultos de H. contortus en caprinos que se les suministro

hojas de Acacia nilotica y Acacia karoo (Kahiya et al., 2003).

2.8.3. Efectos sobre los vermes adultos

Los estudios sobre los efectos de los TC y de las plantas ricas en este metabolito en las
poblaciones de paréasitos adultos son mucho mas abundantes. Ellos se han desarrollado en
condiciones de infecciones experimentales o naturales y, posteriormente se les suministra el

tanino o el follaje de la planta rica en este metabolito.

En términos muy generales, los resultados significativos, en primer lugar, se refieren a la
disminucion de la cantidad de huevos de parasitos expulsados por las heces. Segun las plantas
empleadas y la especie de parasito en cuestion se considera que esa reduccion en el conteo fecal
de huevos (CFH) se debe una disminucion de la carga parasitaria (Niezen et al., 19963), es decir,
que estos resultados se deben a la diminucién de la cantidad de parésitos adultos en las

necropsias o posiblemente a un efecto sobre su fertilidad.

Los primeros estudios realizados en infecciones experimentales en ovejas y cabras recibieron
extractos de quebracho (Athanasiadou et al., 2001) o de Acacia spp. (Max et al., 2003), que se
corresponden con las formas concentradas de estos metabolitos.

También se ha confirmado, en gran medida, con las principales leguminosas forrajeras ricas en
TC, que sirven como modelos para diferentes estudios de esta materia en el mundo. En un
reducido nimero de estudios no se apreciaron diferencias significativas en la eliminacion de
huevos de nematodos. Este fue el caso de ovejas que consumieron sulla (H. coronarium) (Niezen
et al., 2006; Athanasiadou et al., 2001), el trébol pedunculado (L. pedunculatus) (Niezen et al.,
1996; Athanasiadou et al., 2005), sainfoin (O. viciifolia) (Athanasiadou et al., 2001). Muchos
de estos resultados son a veces decepcionantes y estan relacionados con el efecto de los TC en
el consumo lo cual no garantiza que los animales consuman la totalidad de la dieta ofrecida sin

que haya una tasa de concentracion estable del TC en el sistema digestivo.

En sentido general, como en condiciones controladas, el consumo de forraje de leguminosas

ricas en TC tanto templadas (Marley et al., 2003) como tropicales (Terrill et al., 1992), se ha
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asociado con una reduccion del nivel expulsion de huevos de parasitos por las heces en ovejas
y cabras. Este fendmeno ha estado asociado a una disminucion de la carga parasitaria (Niezen

etal., 1996), o a ladisminucion de la fertilidad de los especimenes hembras (Paolini et al., 2004).

Los estudios indican que se han apreciado los mismos fendmenos (reduccién de la cantidad de
vermes adultos o reduccion de la fertilidad de las hembras) al suministrar forrajes

(principalmente de la familia Fabaceae) que son ricos en polifenoles y especialmente en taninos.

En las regiones tropicales, se han reportado resultados interesantes con el consumo de hojas de
varias especies de Acacia en las infecciones experimentales (Kahiya et al., 2003) o naturales
(Akkari et al., 2008), de L. latisiliguum (leguminosa arbustiva de México) (Martinez-Ortiz-de-
Montellano, 2010), L. leucocephala (von Son-de-Fernex et al., 2015) o de hojas de yuca
(Manihot esculenta) (Nguyen et al., 2005). En algunos de estos estudios se ha encontrado una
correlacion entre la reduccion del conteo fecal de huevos y la cantidad de vermes adultos
(Akkari et al., 2008).
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I1l.  JUSTIFICACION

El uso no controlado de antihelminticos de origen quimico ha ocasionado la aparicion de
fendmenos de resistencia por parte de los nematodos gastrointestinales (NGI), en cortos
periodos de tiempo (Encalada-Mena et al., 2014; Mufiiz-Lagunes et al., 2015). Por otro lado, el
desarrollo de nuevos antihelminticos quimicos es lento en comparacion con la velocidad de
aparicion de resistencia. Estos dos hechos obligan a la busqueda sistematica de alternativas para
el control de los NGI, entre las que se encuentra el uso de forrajes que contienen taninos
condensados, que han probado su efecto nematicida en estudios realizados in vitro (von Son-
de- Fernex et al., 2012; Vargas-Magafia et al., 2014). Las plantas que se encuentran dentro de
la familia Leguminosae contienen gran cantidad de metabolitos secundarios con diversas
propiedades medicinales como antibacterianas (Sharma et al., 2016), antifungicas (Wang et al.,
2012), anticancerigenas (Rosenthal, 1997), antihelminticas (Olmedo-Juarez et al., 2014; von
Son-de-Fernex et al., 2015), entre otras. El tepehuaje (Lysiloma acapulcensis), es una especie
arborea que contiene un alto valor nutricional y se caracteriza por tener un alto contenido de
taninos condensados en sus hojas, principalmente dentro de la época de secas (Camacho et al.,
2016). Asimismo, esta especie vegetal es consumida por los ovinos, bovinos y caprinos de la
zona sur del estado de México. Recientemente se realiz6 un estudio de esta naturaleza utilizando
dos especies arboreas con potencial forrajero, Pithecellobium dulce y Lysiloma acapulcensis
(Olmedo-Juarez et al., 2014) con resultados prometedores con éste Gltimo. Los autores
anteriormente citados, encontraron una importante actividad bioldgica con extractos acuosos a
partir de hojas de L. acapulcensis; dicha actividad fue en contra de las fases exdgenas de los
nematodos H. contortus, Trichostrogylus colubriformis y Oesophagostomum columbianum. A
partir de estos resultados surge la necesidad de escalar estudios con estudios de esta planta sobre

un modelo bioldgico con ovinos experimentalmente infectados con este tipo de parésitos.
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IV.  HIPOTESIS
La inclusion de follaje deshidratado de Lysiloma acapulcensis en la dieta tiene efecto

antihelmintico sobre el establecimiento de la infeccion y sobre la proliferacion de los nematodos

gastrointestinales de los ovinos.
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V. OBJETIVOS

5.1. General

Determinar la actividad antihelmintica in vivo del follaje deshidratado de Lysiloma acapulcensis

en infecciones mixtas de nematodos gastrointestinales de ovinos.

5.2. Especificos

e Evaluar el efecto del follaje deshidratado incluido en la dieta de los ovinos sobre el
establecimiento de la infeccion de larvas Lz y sobre la magnitud de la infeccion

parasitaria de los nematodos gastrointestinales.

e Determinar las ganancias de peso vivo en los diferentes grupos de ovinos experimentales
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Zona de estudio

El estudio se llevo a cabo en la Estacion Experimental de Pastos y Forrajes “Indio Hatuey” que
se localiza en el municipio de Perico, provincia de Matanzas, Cuba. Las coordenadas
geograficas del lugar son 20° 50’ de latitud Norte y 79° 32 de longitud Oeste, con una altitud
de 19.9 m.

En el area experimental el clima se caracteriza por presentar dos periodos anuales bien definidos;
uno lluvioso (mayo-octubre) en el que se registran entre el 70-80% de las precipitaciones (960
mm aproximadamente) y otro poco lluvioso de noviembre a abril (240 mm), para una
precipitacion promedio anual de 1200 mm. La temperatura promedio anual es de 23.1°C, con

una humedad relativa entre 60-70% durante el dia y del 80-90% por la noche.

6.2. Colecta de material vegetal

Durante el mes de agosto de 2012, se realizaron colectas de hojas de Lysiloma acapulcensis en
los municipios de Tejupilco, Temascaltepec y Amatepec en el Estado de México, México. Se
delimitaron siete sitios en donde se encontraron arboles de L. acapulcensis como parte de la
vegetacion natural de los lugares; posteriormente se colecté follaje de siete arboles en cada uno
de los sitios, compuesto por hojas jévenes y maduras, se trasladd en un contenedor térmico con
ambiente enfriado artificialmente a las instalaciones del Centro Universitario UAEM -
Temascaltepec, a una altura media sobre el nivel del mar de 1740 m, con un clima del tipo calido
sub-himedo con presencia de lluvias en verano (Aw) (Garcia, 1987), dando un total de cuarenta

y nueve muestras individuales, que proporcionaron siete muestras verdaderas.
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6.3. Procesamiento de las muestras vegetales

Las hojas fueron secadas en el laboratorio de bromatologia del Centro Universitario UAEM-
Temascaltepec en una estufa de aire forzado a 48° C durante 72 horas y posteriormente fueron
molidas en un molino de martillos a un tamafo de particula de 0.5 mm, en seguida se les aplico
tratamiento fungicida/bactericida para poder movilizar el material al lugar donde se llevo a cabo
el estudio (Republica de Cuba).

6.4. Obtencion de las larvas (L3)

Las larvas para la infeccion se obtuvieron mediante cultivo en heces de un animal previamente
infectado de manera intencional. Primero se realizé la infeccion via oral con 1000 larvas L3 y
se esperaron dos semanas para que se estableciera la infeccidn, confirmando a través de un
conteo fecal de huevos (CFH) por técnica de McMaster Modificado (Arece et al., 2004).
Después de confirmada la infeccion, se subid al animal a una jaula metabolica durante 24 horas
con agua fresca y alimentacion a base de forraje verde a libre acceso, en este periodo se
colectaron las heces para proceder a establecer los coprocultivos. Posteriormente se colocaron
40 a 60 g de heces en el fondo de un frasco de cristal color ambar y se dejaron a temperatura
ambiente, protegido de la luz solar, durante diez dias. Una vez concluido el plazo, se procedio
a la extraccion de larvas llenando el frasco con agua limpia e invirtiéndolo poniendo una placa
de Petri como tapa. Se esperaron dos horas para que las larvas migren hacia la placa de Petri por
el medio liquido y se extrajeron con un gotero. Por ultimo, se realizd un conteo para saber la
concentracion de larvas Ls contenidas en un mililitro que se tuvo en el recipiente, se contaron
cincuenta alicuotas de 10 ulL, después se calculd el promedio y se realizd la conversion para

saber la concentracion. Se etiquetaron y se guardaron en refrigeracion.
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6.5. Disefio experimental

Para este experimento se utiliz un disefio completamente al azar, en donde se requirieron 50
corderos de raza Pelibuey, con un peso vivo de 22 + 4 kg de PV. Los animales fueron alojados
en el area de produccion y cinco dias antes de iniciar la fase experimental se desparasitaron con
ivermectina inyectable (7.5 mg/kg de PV) y se aplicaron vitaminas A, D y E (Adebiotic,
Biochem care systems; 2 mL/ animal). Una vez desparasitados se seleccionaron de forma
aleatoria para dividirlos en 5 grupos: a) Ivermectina (Control +), b) Control negativo (sin
tratamiento), ¢) Dosis 1 (12.5 mg/Kg PV), d) Dosis 2 (25 mg/Kg PV) y e) Dosis 3 (37.5 mg/Kg
PV). A partir del dia 0 al dia 40 recibieron agua a libre acceso y una dieta basal libre de forrajes
con taninos condensados. En el dia cero de la fase experimental, todos los ovinos fueron
infectados con una dosis Unica por via oral de 3000 larvas infectantes (L3). Para ello los animales
de cada tratamiento fueron divididos en 2 grupos (5 ovinos), dado que el experimento se integro

en dos fases:

6.6 Modelo estadistico

El modelo matematico empleado en este estudio se presenta a continuacion

YVij=u+T; + &;
Y;; = Variable de respuesta
u = Media general
T; = Efecto del i-ésimo tratamiento

&7 = Error experimental (0, o)

6.7. Fase 1: Efecto del follaje en el establecimiento de las larvas L3

El principio de esta fase fue evaluar el efecto larvicida del follaje deshidratado cuando se les
proporciond a los animales infectados. El follaje deshidratado y molido se incorporo al alimento
concentrado que se ofrecio a razon de 300 g por animal por dia, alimentandolos por la mafiana
y por la tarde. A partir del dia 0, a cinco ovinos, se aplicaron las dosis correspondientes a los

tratamientos. Y durante 15 dias se tomaron muestras de heces fecales.
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6.8. Fase 2: Magnitud de la infeccidn parasitaria

A partir del dia 15 los animales que corresponden a los tratamientos con L. acapulcensis,
recibieron una dosis mezclada en el alimento de consumo. Se tomaron muestras de heces y
sangre durante todo el resto del periodo experimental. En el dia 46 dos ovinos de cada
tratamiento fueron sacrificados e inmediatamente se les retir6 el rumen, abomaso e intestino
delgado, para colectar los gusanos y el numero de paréasitos del lumen se contaron tomando 10%
de alicuotas, basandose en la metodologia reportada por Martinez-Ortiz-de-Montellano, (2010).
Las tasas de los parasitos fueron calculadas como el nimero total de gusanos recuperados en la

necropsia divididos entre el nimero total de larvas Lz, multiplicado por 100.

6.9. Mediciones

Las variables a medir fueron: Ganancia diaria de peso (GDP), consumo voluntario (CV),
conversion alimenticia (CA), conteo fecal de huevos (CFH) por técnica de McMaster
Modificado (Arece et al., 2004), volumen celular aglomerado (VCA), conteo de eosinofilos
periféricos, conteo de nematodos adultos en rumen, abomaso e intestino delgado.

6.10. Analisis de los resultados
El andlisis de los resultados se realiz6 mediante un disefio completamente al azar, con medidas
repetidas en el tiempo (PROC MIXED) utilizando el paquete estadistico SAS (2014) y para

establecer las diferencias entre tratamientos se hizo una comparacion de medias mediante la

prueba de Tukey a un nivel de significancia o= 0.05.
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VIl. RESULTADOS

A continuacion, se muestran los resultados de esta investigacion en un articulo cientifico, los
cuales fueron publicados en la revista Tropical Animal Health and Production. El titulo de este
articulo es: “Nutraceutic effect of free condensed tannins of Lysiloma acapulcensis (Kunth)
benth on parasite infection and performance of Pelibuey sheep”
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Abstract Forty-five Pelibucy sheep were experimentally
infested with nematodes to cvaluate the effect of three free
condensed tannin (FCT) lkevels of Lysiloma acapulcensis on
fecal cgg counts (FECs), packed cell volumes (PCV), ocular
mucosa colors (OMC), average daily gain (ADG), and adult
nematode count. Five treatments were used: 12.5. 25.0, and
37.5 mg of FCT kg ' of body weight (BW): sterile water
(control); and ivermectine (0.22 mg kg ™' of BW) as chemical
group. The data were processed through repeated measure-

ment analysis. Even though the three FCT doscs decreased
(P <0.05) the FEC, the highest reduction was obtained with
37.5 mg kg ' of BW. No differences were observed in PCV
and OMC. Higher ADG (P <0.05) was observed with
37.5mg kg of BW of FCT. The count of adult nematodes
(females and males) in the higher dose of FCT was similar to
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chemical treatment. Dosc of 37.5 mg kg ' of BW decreased
the parasite infection and improved the lamb performance.
Therefore, this dose could be used as a nutraceutic product
in sheep production.

Keywords Pclibucy - Sheep - Tannins - Nematodes -
Lysiloma acapulcensis - Ivermectine

Introduction

Actually. the problem of resistance to pharmaceuticals by gas-
trointestinal nematodes (GIN) has become aggravated.
representing one of the pnncipal challenges for parasite con-
trol in small ruminants (Tormres-Acosta et al. 2012; Arcce et al.
2014; Cedillo et al. 2015). As an alternative to this problem,
new parasite control methods have been evaluated, highlight-
ing the usc of secondary plant components (Olmedo et al.
2014; Kommuru et al. 2015; Saric et al. 2015). Thus, m vivo
studics have demonstmted the effectivencss of plants rich in
tanmns for the reduction of the parasite load (Martinez-Ortiz
de Montellano et al. 2009; Debela et al 2012; Ahmed et al.
2014) and cgg excretion by direct affectation of fertility n
females (Mupeyo et al. 2011). Lysiloma acapulcensis is a
perennial tree, which 1s abundant in the south of Mexico state.
Studies have been made to evaluate its nutntive potential
(Camacho et al 2010; Olmedo ¢t al. 2015) and in vitro studics
have been made to validate its possible anti-parasitic effects in
ruminants (Olmedo et al 2014). This represents a promising
altemative to chemotherapy. especially when it is used as
nutraccutic altemative, which combines the effects of a reduc-
tion of the parasite mfection and a better nutritional status of
the animals. Therefore, the objective of the present study was
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to cvaluate the cffect of different levels of free condensed
tannins (FCTs) of L. acapulcensis in the dict on parasite in-
fection of expenmentally infested sheep and on some
bioproductive indicators.

Materials and methods
Location

The study was developed in the Estacion Expernimental de
Pastos y Formajes “Indio Hatuey™ Cuba. Plant material of
L. acapuicensis was collected in the southwestern of the
State of Mexico, Mexico, with 1740 m asl, and subhumid
climate with rains in summer (Aw) (INEGI 2014).

Collection of plant material

For the collection of the plant matenal, seven sites were
delimited in which trees of L acapulcensis were found as part
of the natural vegetation. Later. during the moming. the fo-
liage (mature and young leaves) from seven trees was collect-
ed on cach sitc: it was taken in a thermal container with ant-
ficially cooled temperature and was carmried out to the
University Center UAEM Temascaltepee (CUT) for chemucal
analyses. A total of 49 individual samples were collected.
which comesponded to seven true replicates.

Processing of the plant samples

At the laborutory, samples were dred in a forced air oven at
48 ° C dunng 72 h until constant weight was reached.
Afterward, a pool was made with all the samples to attam
homogencity: then, they were ground in a Willey mill to reach
a particle size of 2-mm diameter and were high vacuum

packed to be transported to Cuba.

Proximal chemical analysis and fractioning of the tannins
in the foliage of L. acapulcensis

Dry matter (DM) was determined in the samples (DM, method
934.01) along with ash (CEN. method 942.05), crude protein
{CP. method 954.01) (AOAC 1997), ncutral detergent fiber
(NDF), and acid detergent fiber (ACF) (Van Soest ct al.
1991). Condensed total tannins (CTT) were determined using
the method of butanol-HC1 (Temll et al. 1992), with the mod-
ifications of Lopez ct al. (2004). The analysis of free con-
densed tannins (FCTs) was determined using the method re-
ported by Porter ct al. (1986) (Table 1).

£ Springer

Animals and feed

Forty-five Pelibucy male lambs (21.9 + 1.5-kg body weight
(BW). 6 months of age) were individually housed in pens
cquipped with shade, feed through an automatic waterer.
The lambs were dewormed (Levamisol 10 %® at 7.5 mgkg
of BW. LABIOFAM, Cuba) 12 days before the start of the
expenment and were maintained in total enclosure. During the
expenmental period. all animals received a mixture of fresh
fodder ad libitum composed of 50 % of the sugar canc plant
(Saccharum officinarim, 6 months of age) and 50 % king
grass (Pennisetum purpureum, clone OM-22, 60 days of re-
growth); the fodder was supplicd chopped to a particle size of
3 em. Additionally, all animals were supplemented with
400 g/animal'day of concentrute with 22.3 % of CP (NRC
2007), fractioned in two doses (09:00 and 14:00 h). Every
15 days, adjustments were made 1o the dictary balance as a
function of the live weight of the animals. The Animal
Protection Commussion and the Scientific Council of the
Estacion Expenimental de Pastos y Forrajes Indio Hatucy ap-
proved all the procedures to be camed out with the animals.

Infective larvae (L,)

An infested animal (donor) was used with a high parasite load
of a mixture of gastrointestinal strongilids (95 % Haemonchus
contortus, 2 % Trichostrongylus colubriformis, and 3 % of
Oesophagostomum columbiamuom) and was maintained in a
metabolism cage for the collection of feces, which were used
to obtain the fecal cultures (Roberts and O"Sullivan 1952) for
the collection of infesting larvae. The larvac were identified.
quantified, and conserved in refngeration (8 °C) until the ex-
penmental infection.

Treatments, experimental procedure, and measurements

The animals were randomly distnbuted (Table 2) in five ex-
penmental groups: two coatrol groups (positive and negative)
and three doses (12.5, 25,0, and 37.5 mg'kg of live weight) of
FCT added to the dict every 3 days after the confirmation of an
established infection. The doses were calculated based on the
concentration of FCTs, for which the animaks were offered
daily the followmg amount of fodder of L. acapulcensis:
2.14, 322 and 6.5 g of DM. After venfying the efficacy of
Levamisol 10 %® administered prioe to the start of the exper-
iment (12 days). the animals were infested (day zero) with
3000 farvae L, of a mixture of GIN previously mentioned.

Fecal egg count

Every 3 days, the feces of cach animal were extracted directly
from the rectum for fecal egg count (FEC) determination, which
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Table | Chemical composition

and condensed tanmin profile Spexie oM o

NDF ADF FCT CcTCcp CL-F 1T

(z'kg DM) m leaves of Lysiil

acapulcensis L. acapulcensis 9459

17740 6073 S00.8 1163 678 37 1878

OM anganic matier, CP crude prosein, NI newtral detergent fiber, ADF acid devengent fiber, FCTs free condensed
wmm(T[Pmduudmhmndau&mecmdmdmm—beuﬂﬁn TCT total condensed

was expressed in eggs per gram (EPG) of feces according to the
McMaster technique (Arcce et al. 2002).

Packed cell volumes and ocular mucosa colors

Blood was drawn by puncture of the jugular vein and depos-
ited in tubes with EDTA as anti-coagulant for packed cell
volumes (PCV) determination by microcentrifugation.
Bricfly. a capillary was filled and sealed at one end and, after
that, was centrifuged at 12,000 rpm duning 5 min, and the
relative value occupied by the PCV was determined. OMC
was determined with the color chart for the detection of ane-
mia FAMACHA®D, which has five categories, where one cor-
responds to an animal with bright red coloration and five to
onc with pale membrancs (Van Wyk and Bath 2002),

Measurement of live weight gain

The animals were weighed every third day using an OHAUS-
3370 (100 = 0.050 kg) scale to determine daily live weight
gam, and health status was monitored daily.

Count of adult nematodes

With the approval of the Animal Protection Commission
and the Scientific Council of the Estacion Experimental
de Pastos y Forrajes Indio Hatucy. five animals per group
were necropsied to count all adult parasites (male and
female) in abomasum.

Statistical analysis

The analysis of the mformation was performed using SAS®
software version 9.1.3 (SAS, 2014) through the Proc Mixed,

Table 2 Description of

Treatment  Description

Conrol Without treatment

Chemical  Fvermectine 0.22 mg kg ' of BW
12SFCT  125mgkg ' of BW of FCT
250FCT  250mgkg ' of BW of FCT
ITSFCT  375mgkg ' of BW of FCT

L. acapulcensis forage

0.107 g kg ' of BW
214 gkg ' of BW
032 gkg ' of BW

FCTs free condensed tannims, SW body weight

n which three covanance structures were evaluated, and the
unstructured (UN) covanance resulted in the best fit. Prior to
this analysis, normal distribution of the data and homogeneity
of the vanance were venified. so it was necessary to transform
the percent vanable (PCV) through the ArcsinVX and the
vanable FEC using Log 10 (x+ 1). The differences among
means were determined with the Tukey test using an error of
0.05 (Steel et al. 1997).

Results
Fecal egg count

The cgg count reduction dynamic of GIN when supplemented
with dchydrated foliage of L. acapulcensis is presented m
Fig. 1. The experimental infection was carmied out on day
“0," and a prepatent peniod started on day 18 post-infection
for all groups. From this time, different trends of egg count
reduction were observed according to the treatment group.
The control group showed the highest FEC (p < 0.05) with
respect to the other treatment groups, which demonstrates
the effectivencss in reduction of the parasite infection by
this plant.

Packed cell volumes and ocular mucosa colors

The pnncipal health indicators monitored during the expen-
ment are presented in Fig. 2. No differences (p > 0.05) were
observed i any of these indicators during the entire expen-
mental peniod. The OMC showed little vanation dunng the
experimental period and is the result of having PCV values
higher than 20 %.

Live weight gain

Live weight gain of the animals throughout the expenmental
penod is shown in Fig. 3. Lambs of the control group present-
ed the worst productive behavior (p <0.05), while the best
weight gain was found 1n lambs that received the highest dose
of FCT (p < 0.05) with averages higher than 120 g/animal/day.
The low and medium groups of FCT showed similar behavior
to that of the chemical group (treated with ivermectine).
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Fig. | Fecal egg count dynamic 500
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Adult nematodes

The adult nematode count in the animals is observed in Fig. 4,
where the groups with the lowest doses of FCT had similar
amount of parasites as the coatrol, both in male and female
parasites. The treatment of 37.5 mg'kg of BW climinated the
adult parasites at the same level as the chemical product.

Discussion
Fecal egg count

This study showed that the highest dose of FCT (37.5 mg’kg '
of BW) had higher efficacy in the reduction of FEC, with
respect to the control group. In addition. a similar trend was
observed in the chemical group starting on day 27 post-infec-
tion. The intermediate and low doses also reduced the amount
of cggs climmated in feces with lower values. 1t is probable
that higher doses of FCT had better effects on the parasites
already established in the abomasum; however. it is also pos-
sible that it would have interfered with the absorption of

Fig. 2 Means of ocular mucosa 5
coliors (OMC) and packed cell
volumes (PCV) in the five exper- s
imental groups
3
4
)

Lt —— rreeial w—— 18 Y - -0y e 118 Y

3 + . L Ll 13 12 b n n n »ou
Days relatves 1o Infection

nitrogen (Min et al. 2003). On the other hand, Olmedo et al.
(2015) found a quadratic cffect when 2.0, 5.0, and 7.5 g of
FCT day ' were used in sheep during 60 days. In addition,
there are studics (Min et al. 2005) that mention that ruminal
microorganisms exposed to low doses of condensed tannins
have the capacity to adapt to these secondary compounds.

Based on these results, we inferred that for the doses used
in the present study, mainly in the group with the highest
concentration (37.5 mg of FCT kg ' of BW). the metabolism
of the nutrients does not represent a problem, given that it did
not exceed 1 % of the FCT consumption in lambs.

Several studics have demonstrated the cffects of the inchu-
sion of tanniferous plants in dicts of animals on the establish-
ment and maintenance of pamsite infection (Brunct et al.
2008, Manolaraki ct al. 2010, Martinez ctal. 2013). Atpresent
time, this is an important alternative given that anthelmintic
resistance represents a threat for an adequate development of
sheep production (Tomres-Acosta et al. 2012)

In m vitro studics, the efficacy of L. acapulcensis was dem-
onstrated in the reduction of the hatching capacity of eggs.
inhibiting the development of larvae from stages Ly/L: to Ls,
and also imterfered in the migration of L, (Olmedo t al. 2014);

A2

3 6 13 22 7 31 a2
Days relatives to infection

=0=(Control ==*=(Chemical =$==375FCT = 250FCT **®+*125FCT
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Fig. 3 Average live weight gain 150
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these results make possible to deduce the importance of this
plant as a potential species for the control of GIN in extensive
productive systems of small ruminants.

Brunct ct al. (2008) found that supplementation of
fresh foliage of Lysiloma latisiliguum at doses of
1.4 mg’kg of BW of TCT reduced the establishment of
H. comtortus and T. colubriformis. while Martinez et al.
(2013) when administered foliage of the same plant
found that m doses of 16.12 g/day, there was a dramatic
reduction in FEC and also in feruility of females of
H. contortus. These results. along with those obtamed
in the present study, demonstrate the effectiveness of
supplying plants nch in CT for short peniods.

The dircct effects are related with structural damage in the
adult nematodes that prevented their appropriate feeding.
movement, and mating. as was demonstrated by Martinez
ct al. (2013) in studics using an clectronic microscope.

Relative to the efficacy of cach group calculated as a func-
tion of relative reduction to the control group, it was observed
that ivermectine showed an cfficacy lower than 95 %, which
indicates the presence of low resistance or tolerunce to this
medication (Coles ct al. 1992). On the other hand, the group
of animals that received the highest dose of FCT showed an

Fig. 4 Adult nomatode
(Haemomchus comborties) count in

the five experimental groups

cfficacy on reduction of FEC higher than 80 % after day 22
post-infection, while in the groups of minimum dosc {12.5 mg
of FCT kg ' of BW) and median dosc (25.0 mg of FCT kg
of BW), the efficacy was ematic given that, first, the count was
reduced 1n more than 35 % and reaching values higher than
68 %. However, after 36 days, average fecal counts i these
groups were higher than those found in the coatrol group. This
behavior is probably the result of a response of the parasites to
non-Jethal doses that interfered m their feeding and egg-laying
capacity but did not eliminate them completely. It is Iikely that
dunng the peniod of study, the parasites created adaptation
mechanisms which started at day 31, allowing the climination
of cggs through the foces.

In concordance with the present results. a study developed
in Brazil reported no effect of the administration of pure mar-
ketable extract of Acacia mearnsii on the number of adult
parasites. However, the viability of the eggs T colubriformis
(Minho et al. 2010) was compromiscd, a vanable that was not
evaluated in the present study. It is probable that, in addition to
the dosc used. there are other factors such as the nature of the
tanmins and its chemical structure (Min et al. 2003) that could
interfere with their general biological activity (Hoste et al.
2000, Quijada ct al. 2013).

O125¢CT W50FCT D3756CT O Chemical O Control
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Packed cell volumes and ocular mucosa colors

The values of PCV and OMC observed did not indicate
anemia in the animals; thus, the moculated dose of larvae
did not have significant effect on health and the animals
maintained hemostasia; furthermore, the physiopathological
changes induced in them are directly related to the
nutritional plan to which they were subjected. In this sense,
Arcce et al. (2013) found that under similar condibons, no
important vanations in health were detected in the animals.

Live weight gain

The weight differences observed are probably related to a
better use of the protein in the dict as a result of a greater
supply of tannins. In rumen, at pH between 6 and 7, the com-
plexes that form between the FCT and the proteins are stable
(Butter et al. 2000) and contribute to protect the proteins from
ruminal degradation. The formation of these complexes be-
tween the tannins and the dictary proteins or microbial en-
zymes globally reduces the ruminal proteolysis (Min ct al.
2003), favonng the flow toward the abomasum where they
are degraded by the gastnc juices (HCI) and digestive prote-
ascs. This in tum increases the flow of amino acids to the
duodenum, which, together with the microbial protein, in-
creases the pool of metabolizable nitrogen compounds, pro-
moting the znabolism of muscular protem.

Probably. if higher doses of FCT were used in the present
study, there would be more interference in the use of protein,
NDF, and organic matter as a result of the union of the FCTs to
the enzymes produced by the ruminal microorganisms, which
would also reduce the mitrogen content and consequently
would lead to a reduction in the digestion of the potentially
degradable fractions (Romero ct al 2000).

The L. acapulcensis had 61.9 % of the CT in free form
(FCT). similar to thosc reported by other trees such as
Guazuma ulmifolia (72.2 %), Leucaena leucacephala
(73.8 %). and Glivicidia sepim (71 %) (Lopez ct al. 2004).
This caused the possible cffects in the formation of complexes
with the diet and endogenous protein to be greater (Scull and
Savon 2003), which reflected an mproved productive behay-
ior of the animals.

Adult nematode count

The present study demonstrates the direct effect of tannins on
adult parasites by decreasing the cgg-laying capacity on one
hand and climinating adult parasites on the other, as a function
of the dosc used. In the dose of 37.5 mg of FCT kg ' of BW,
more than 90 % of adult nematodes were climimated. As pre-
viously mentioned, it is probable that this dose caused physi-
cal damage to the parasites, preventing their permanence
the digestive system of the animals and caused them to be

£ Springer

climinated in feces. In the lowest dose, reduction registered
in cgg count was related to vanations in the fertility of the
parasites as an adaptation mechanism, as other studies have
been shown (Mupeyo ctal. 2011).

Conclusion

The dose of 37.5 mg’kg of FCT of the lcaves of
L. acapulcensis climinated the already established para-
sites and consequently decreased the climination rate of
cggs. In addition. it improved the live weight gain of the
male lambs, which demonstrates a nutraceutic effect.
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VIII. DISCUSION GENERAL

Las hojas de la leguminosa L. acapulcensis contienen algunos metabolitos secundarios,
principalmente taninos condensados (Camacho et al., 2010). Estos metabolitos han sido
ampliamente estudiados sobre la actividad nematicida en rumiantes (Marley et al., 2003; Chagas
et al., 2008; von Son-de-Fernex et al., 2012). Los resultados obtenidos en el presente trabajo
muestran una importante actividad bioldgica de L. acapulcensis; reduciendo significativamente
(P<0.05), la eliminacion de huevos por gramo de heces. Asimismo, se observo una reduccion
significativa de vermes adultos en los grupos de ovinos que fueron tratados con las hojas de esta
especie vegetal. Este trabajo se refuerza con lo encontrado por Olmedo-Juarez et al. (2014), en
ensayos realizados bajo condiciones in vitro con algunos nematodos gastrointestinales. Los
autores anteriormente citados mencionan que los taninos probablemente estan involucrados con

la actividad nematicida.

La teoria principal que se le atribuyen a estos metabolitos, es su capacidad de ligarse con las
proteinas que se encuentran en la cuticula de huevos (histidina) o larvas (glicoproteina). Sin
embargo, en investigaciones recientes se ha reportado una actividad variable de estos
metabolitos (Vargas-Magafia et al., 2014), siendo que existen otro grupo de fenoles con la
actividad bioldgica como los flavonoides y derivados del &cido cafeico (von Son-de-Fernex et
al., 2015). Por otra parte, se ha reportado que los taninos potencializan su efecto contra los NGI,
cuando a estos se les adicionan flavonoides como luteolina y quercertina (Klongsiriwet et al.,
2015).

Con respecto a las ganancias de peso vivo, se observo una mejora significativa (P<0.05), en el
grupo de ovinos que recibieron 37.5 mg/gk de PV de taninos, lo cual indica que este tipo de
compuestos poli-fendlicos, podrian intervenir en los procesos de fermentacion dentro del rumen
y un posible efecto ligador de la proteina ruminal. Estos resultados se relacionan con lo
encontrado por Olmedo-Juarez et al. (2015), quienes encontraron una mejora en la digestibilidad
de la proteina cruda en ovinos alimentados con una dieta base adicionada con 5 g de taninos

condensados libres. Ademas, se ha comprobado que este grupo de compuestos mejora la
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digestibilidad de los nutrientes (Cardozo et al., 2004) cuando son adicionados a las dietas de los
rumiantes a ciertos niveles de inclusién; sin superar el 5% en la ingesta de alimento. Es
importante mencionar que los niveles utilizados en nuestro experimento no supero el 1% de
inclusion, lo cual se sugiere que podrian usarse niveles superiores con la finalidad de tener un

mayor efecto nutracéutico de la leguminosa bajo estudio.

IX. CONCLUSION GENERAL

El uso de este tipo de plantas podria ser una herramienta atractiva para mitigar las nematodiasis
de los rumiantes. Los efectos nutraceuticos encontrados en las hojas de L. acapulcensis podrian
ser importantes para seguir evaluando esta planta. Por lo tanto, se sugieren estudios sobre la
elucidacion de metabolitos secundarios responsables de la actividad bilégica; mediante estudios
bio-dirigidos (in vitro), con la finalidad de separar los metabolitos a partir de procesos
cromatogréficos. Asimismo, se requiere hacer estudios de validacion con ovinos infectados con

NGI de manera natural, con la finalidad de corroborar el efecto nutracéutico de esta leguminosa.
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