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arabica SOBRE UN AISLADO DE Haemonchus contortus CON BAJA
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RESUMEN

El presente estudio evalud el efecto antihelmintico
(AH) in vitro e in vivo del subproducto percolado de
Coffea arabica contra un aislado de Haemonchus
contortus con baja susceptibilidad a taninos. Se
evalué la baja susceptibilidad hacia los taninos del
aislado Paraiso (H. contortus) con la prueba in vitro
de inhibicion del desenvaine larvario (IDL) utilizando
un extracto acetona:agua (70:30) de Acacia
pennatula. Posteriormente, se evalu6 el efecto AH in
vitro de los extractos acetona:agua del subproducto
percolado de C. arabica (Clean and Smooth (CS) y
Shade Grown (SG) Starbucks®). Seguidamente se
determind el efecto AH in vivo en ovinos en
crecimiento, (4 meses de edad y 15.2 kg peso vivo)
infectados con H. contortus (aislado Paraiso) y
alimentados con wuna dieta que contenia el
subproducto percolado de C. arabica. Se formaron
tres grupos experimentales (n = 6 ovinos): Grupo GC
(dieta control sin C. arabica), grupo GCA (alimento
con 10% de C. arabica) y el grupo GCA+PEG
(polietilenglicol) (alimento con 10% de C. arabica +
PEG como inhibidor de taninos). Diariamente se
obtuvieron muestras de heces del recto de los
corderos (dias 1 al 20 del estudio). El aislado de H.
contortus tolerd el extracto de A. pennatula en las
concentraciones de 150 y 300 pg de extracto/ml PBS
(P > 0.05), lo que confirmé su baja susceptibilidad
hacia los taninos. El extracto de C. arabica CS redujo
el desenvaine desde 150 g de extracto/ml PBS vy el
extracto de la variedad SG solo desde 1200 ug de
extracto/ml PBS (P < 0.05). El consumo del
subproducto percolado de C. arabica no redujo la
eexcrecion fecal de huevos de H. contortus (como
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huevos por gramo de heces o huevos totales en heces)
(P > 0.05). Se concluye que el extracto acetonico del
subproducto percolado de C. arabica posee un efecto
AH in vitro. Sin embargo, el consumo de alimento
conteniendo 10% del subproducto no produjo un
efecto AH in vivo en ovinos infectados con el aislado
Paraiso de H. contortus. La ausencia del efecto AH in
vivo se pudo deber a la baja susceptibilidad hacia los
compuestos secundarios de plantas ricas en taninos
del aislado de H. contortus usado.

Palabras clave: Haemonchus contortus; Coffea
arabica; antihelmintico; subproducto agroindustrial;
susceptibilidad.

SUMMARY

The present study evaluated in vitro and in vivo
anthelmintic (AH) effect of the percolated by-product
of Coffea arabica against a Haemonchus contortus
isolate with low susceptibility to tannins. Firstly, the
susceptibility to tannins of Paraiso H. contortus
isolate was evaluated with the in vitro larval
exsheathment inhibition assay (LEIA) using an
acetone:water (70:30) extract of Acacia pennatula.
Afterwards, the in vitro AH effect of acetone:water
extracts of percolated C. arabica by-products (Clean
and Smooth (CS) and Shade Grown (SG) Starbucks®)
were evaluated. Then, the in vivo AH effect was
determined in growing sheep (4 months old and 15.2
kg bodyweight), infected with H. contortus (Paraiso
isolate) and fed with a diet containing the percolated
by-product of C. arabica. Three experimental groups
were formed (n = 6 lambs): GC Group (control diet
without C. arabica), GCA Group (feed containing
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10% C. arabica) and, GCA+PEG (polyethilenglycol)
Group (feed with 10% C. arabica + PEG as a tannin
inhibitor). Fecal samples were obtained daily from the
rectum of lambs (days 1 to 20 of the study). The H.
contortus isolate tolerated the A. pennatula extract at
concentrations of 150 and 300 ug extract/ml PBS (P >
0.05), which confirmed its low susceptibility to
tannins. The C. arabica CS extract reduced the
exsheatment from 150 ug of extract/ml PBS and the
SG variety from 1200 ug of extract/ml PBS (P<0.05).
The consumption of the C. arabica percolated by-
product did not reduce the egg excretion of H.
contortus (either per gram of feces or total eggs in
feces) (P>0.05). In conclusion, the C. arabica

INTRODUCCION

La busqueda de métodos alternativos de control de
nematodos gastrointestinales (NGI) en pequefios
rumiantes ha sido motivada por la creciente
prevalencia de NGI resistentes a los principales
antihelminticos comerciales disponibles en el
mercado (Jabbar et al.,, 2006). Esta situacion ha
redefinido las practicas para el control de parésitos, y
en este contexto se estan desarrollando nuevas
estrategias (Torres-Acosta et al., 2012; Kaplan y
Vidyashankar, 2012). Entre las estrategias exploradas
se encuentra el uso de plantas con metabolitos
secundarios, en especial las plantas ricas en
compuestos  polifenélicos como los taninos
condensados (TC) (Hoste et al., 2006; Brunet et al.,
2008; Sandoval-Castro et al., 2012).

La selva baja caducifolia del sureste de Meéxico
(peninsula de Yucatan) presenta una gran diversidad
de plantas ricas en taninos (PRT). En Yucatan, estas
plantas forman parte importante de la dieta de cabras
y ovejas en los sistemas que emplean el agostadero
nativo (Gonzélez-Pech et al., 2014, 2015). Diversos
estudios han evaluado el efecto antihelmintico (AH)
in vitro de los extractos acetonicos del follaje de PRT
de esta region contra larvas infectantes de aislados de
Haemonchus contortus provenientes del centro de
Meéxico y Francia (Alonso-Diaz et al., 2008; Vargas-
Magafia, 2013; Chan-Pérez et al., 2016). Estos
estudios demostraron que los extractos son capaces de
interferir en la eclosion, motilidad y el proceso de
desenvaine de H. contortus expuestos a los extractos.
Sin  embargo, Calderén-Quintal et al. (2010)
encontraron que existe variabilidad en la
susceptibilidad a los extractos de PRT en las larvas de
diferentes aislados de H. contortus provenientes de la
region centro de México (CENID y FESC) y los
aislados provenientes de ovinos 0 caprinos
pastoreando PRT del agostadero nativo de Yucatan
(UADY) o Paraiso (Chan-Pérez et al., datos no
publicados). Estos resultados sugieren una posible
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percolated by-product extracts showed in vitro AH
effect against exsheathment. However, the
consumption of feed containing 10% of the
percolated by-product did not show an in vivo AH
effect in sheep infected with the Paraiso H. contortus
isolate. The latter could be due to the low
susceptibility towards the secondary compounds of
tannin rich plants of the H. contortus isolate used in
this study.

Keywords: Haemonchus contortus; Coffea Arabica;
anthelmintic; by-product; susceptibility; tannin rich
extracts.

plasticidad fenotipica de los NGI contra los
compuestos de las PRT debido a la constante
exposicién con los taninos del follaje consumido por
los animales (Gonzélez-Pech et al.,, 2015). Se
desconoce si la menor susceptibilidad a taninos y
otros compuestos secundarios por parte de H.
contortus (plasticidad fenotipica) es exclusiva de los
compuestos secundarios y taninos provenientes del
follaje de las PRT o si pudiera incluir a aquellos
taninos de fuentes no convencionales, que
normalmente no son consumidas por los animales.

Un estudio realizado con caprinos infectados con H.
contortus (aislado Yucatan) mostré que el consumo
de un alimento que contiene el subproducto percolado
de C. arabica ocasiona un efecto AH evidente (menor
fecundidad y tamarfio de las hembras de H. contortus)
(Palomo-Couoh, 2012). Otro estudio realizado con
ovinos mostré6 que el consumo del subproducto
percolado de C. arabica reduce la fecundidad de un
aislado de H. contortus susceptible a taninos
(Covarrubias-Cardenas, 2013). El efecto AH en el
estudio de los caprinos (aislado de Yucatan) fue mas
evidente que el encontrado en ovinos (aislado de otra
latitud). Esta diferencia pudiera deberse a que las
cabras consumieron méas subproducto de C. arabica
que los ovinos en el segundo estudio. Queda por
explorar si se podra identificar algun efecto AH in
vivo en ovinos infectados con un aislado de H.
contortus de Yucatdn, como es el caso del aislado
Paraiso. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio
fue evaluar el efecto antihelmintico (AH) in vitro e in
vivo del subproducto percolado de C. arabica sobre
un aislado de H. contortus con baja susceptibilidad a
taninos.

MATERIALES Y METODOS
Lugar de estudio

El estudio se realiz6 en el Campus de Ciencias
Bioldgicas y Agropecuarias de la Universidad



Tropical and Subtropical Agroecosystems, 19 (2016): 41 -50

Auténoma de Yucatan (CCBA-UADY) en Mérida,
Yucatan, México. El clima de la region es calido
subhimedo con lluvias en verano AWy, con un rango
de temperatura mensual maxima entre 35°C y 40°C
(promedio de 26.6 °C). La humedad relativa varia
entre 65 y 100% (promedio de 80%) y precipitacion
anual promedio es de 1,092 mm (Garcia, 1988).

Evaluacion in vitro

Extractos empleados. En éste estudio se emplearon
extractos acetona:agua (70:30) de Acacia pennatula y
C. arabica [Shade grown (SG) y Clean smoth (CS)].
Primeramente se colectaron 500 g de follaje fresco de
A. pennatula y del subproducto percolado de C.
arabica. Cada extracto se obtuvo con una solucion de
acetona:agua (70:30 v/v) y acido ascérbico (3 g/l). El
extracto fue filtrado y mezclado con diclorometano
(1:1 v/v) para eliminar clorofila y lipidos. Se removi6
la acetona por rotoevaporacion asistida por vacio. Por
Gltimo cada extracto fue liofilizado. La cantidad de
fenoles totales (FT) y taninos condensados (TC)
fueron determinados mediante las técnicas de Folin-
Ciocalteau (Makkar, 2003) y vanillina (Price et al.,
1977) respectivamente. El contenido més alto de FT y
TC lo presentd el extracto de A. pennatula (37.2g /
100 g y 209.719/100 g respectivamente) Vargas-
Magafia, 2013), seguido de C. arabica CS (13.95 g/
100 gy 2.28 g/ 100 g) y C. arabica SG (12.28 g / 100
gy 266 g/ 100 g) equivalente a epicatequinas
(Lecasble, 2011).

Obtencion de aislados de Haemonchus contortus.
Las larvas infectantes (Ls) de H. contortus fueron
obtenidas de las heces de dos cabras con una
infeccion artificial mono-especifica de un aislado
local de H. contortus resistente a los bencimidazoles
(Indice de resistencia = 44.4) y con baja
susceptibilidad hacia los taninos (Indice de resistencia
= 6.4), recuperado de una granja ovina de Uman,
Yucatan (aislado Paraiso). Las larvas Lz fueron
obtenidas mediante coprocultivos de las heces de
cabras donadoras y almacenadas en refrigeracion (4
°C) hasta su uso. Los animales infectados fueron
mantenidos en jaulas metabdlicas de piso elevado
para evitar infecciones con otros NGI. Ademas,
recibieron alimento comercial y pasto de corte
(Pennisetum pupureum) libre de NGI. El suministro
de agua fue ad libitum.

Prueba de inhibicién del desenvaine larvario. Para
evaluar la actividad AH in vitro de los extractos del
subproducto percolado de C. arabica y de las hojas de
A. pennatula se empled la prueba de inhibicion del
desenvaine larvario (IDL) descrita por Jackson y
Hoste (2010). Se determind la proporcion de larvas Ls
de H. contortus expuestas a los extractos que no se
desenvainan en relacion al éxito de las larvas control
expuestas a PBS. Se emple6 una suspension de ~1000
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L3 de H. contortus por concentracion evaluada (O,
150, 300, 600 y 1200 pg/ml en PBS). Las larvas
fueron incubadas durante 3 h con las diferentes
concentraciones de los extractos. Para el grupo
control, las larvas fueron incubadas en PBS.
Transcurrido el tiempo de incubacién, las larvas
fueron centrifugadas por tres minutos (157 @) vy
lavadas con una solucién PBS en tres ocasiones. El
desenvaine fue inducido artificialmente empleando
una solucién de hipoclorito de sodio (16%) y cloruro
de sodio (16.5%). El proceso de desenvaine fue
monitoreado por observacion a microscopio (40x). El
porcentaje de desenvaine de larvas (% DL) fue
identificado en los minutos 0, 20, 40 y 60. Se
efectuaron 4 réplicas para cada una de las
concentraciones evaluadas por cada extracto. El
porcentaje de inhibicién del desenvaine larvario
(%IDL) en los controles y en las concentraciones
evaluadas fue determinado de acuerdo a la siguiente
férmula (Jackson y Hoste, 2010):

% DL= (Lsdes/ Lst) * 100
% IDL =100 - % DL

Donde:
Lst = total del nimero de larvas observadas
Lsdes = nimero de larvas desenvainadas.

Con el fin de determinar el papel de los taninos en el
efecto AH se realiz6 otra serie de incubaciones de
cada extracto usando polivinilpolipirrolidona (PVPP)
como agente bloqueador de la actividad de los taninos
(Makkar, 2003). En estos bioensayos se incluyeron
Unicamente la concentracion de 1200 pg de
extracto/ml PBS (con y sin PVPP) y sus respectivos
controles (PBS).

Evaluacion in vivo

Obtencion del subproducto de C. arabica. El
subproducto fresco de C. arabica (mezcla de las
variedades CS y SG) fue obtenido directamente de los
locales comerciales Starbucks® en Mérida, Yucatén.
Este subproducto fue secado en estufas a una
temperatura de 60 °C durante 24 horas. ElI material
seco fue almacenado en contenedores de plastico a
temperatura ambiente en el interior del laboratorio de
nutricién animal del CCBA-UADY hasta su uso.

Animales experimentales. Se emplearon 18 ovinos
de raza de pelo (cruza no definida de Pelibuey,
Dorper y Katadin), con 4 meses de edad de ambos
sexos. Los animales tenian un peso inicial promedio
15.242.6 kg. Estos fueron alojados individualmente
en jaulas metabdlicas 1.5m x 1m con piso elevado
durante todo el experimento. Los animales
presentaban una infeccion mono-especifica con H.
contortus del aislado Paraiso. Los animales infectados
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fueron distribuidos por conveniencia en 3 grupos
experimentales de 6 ovinos cada uno: Grupo Control
(GC) que recibié una dieta sin C. arabica; Grupo
Café (GCA) que recibi6 una dieta que contenia 10%
de subproducto de C. arabica, y Grupo Café + PEG
(GCA+PEG) que recibié una dieta que contenia 10%
de subproducto de C. ardbica y polietilen glicol
(PEG) como bloqueador de los taninos. Los animales
de los grupos GCA y GCA+PEG recibieron el
subproducto percolado de café durante 20 dias que
fue la duracion del experimento.

Cada animal recibi6 un alimento formulado de
acuerdo a sus requerimientos nutricionales para
crecimiento. La composicion de la dieta ofrecida en
cada uno de los grupos experimentales fue la
siguiente: GC: se proporcioné 1 kg de alimento
balanceado (sorgo molido, salvado de trigo, pasta de
soya, heno de Cynodon nlemfluensis, excretas de
pavo, sales minerales y melaza), GCA 900 g de
alimento balanceado mas 100 g de percolado de café,
GCA+PEG: 900 g de alimento balanceado méas 100 g
de percolado de café con 50 g de PEG.
Adicionalmente, todos los grupos experimentales
recibieron 600 g de pasto Pennisetum purpureum
fresco y picado diariamente.

Excrecion de huevos de Haemonchus contortus en
heces. Para evaluar el efecto de la inclusién del
percolado de C. arabica sobre la eliminacién de
huevos de H. contortus en las heces, se colectaron
tres muestras diarias de heces (aproximadamente 5 g
cada una) directamente del recto. Los horarios de
muestreo fueron a las 8:00, 11:00 y 14:00 horas
durante todo el periodo de evaluacion (20 dias). Estas
tres muestras diarias se realizaron para obtener un
dato mas representativo de la carga de huevos en
heces de los corderos. El horario se decidi6 por
conveniencia.

Las muestras de heces fueron procesadas empleando
la técnica de McMaster para determinar el nimero de
huevos por gramo de heces (HPG). Se pesaron 2 g de
heces y se colocaron en un colador. Posteriormente se
adicionaron 28 ml de una solucidn saturada de azlcar
y las heces fueron maceradas. El liquido fue colocado
en una camara de McMaster y se observo al
microscopio para la contabilizacion huevos de
nematodos. Para determinar la produccién total de
huevos en las heces (HTH) por animal por dia durante
todo el periodo de evaluacion (20 dias) se empleo el
promedio de HPG de cada dia y éste dato se
multiplico por la cantidad de heces totales producidas
por animal por dia (g BF/d).
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Andlisis estadistico

Los datos relativos a la inhibicion del desenvaine
larvario fueron analizados empleando un disefio
completamente al azar con su respectivo Modelo
Lineal Generalizado, y se determinaron las
diferencias significativas entre las concentraciones de
extracto con su respectivo control mediante un
analisis post-hoc usando LSD de Fisher con el
programa estadistico Statgraphics 5.1 (Statgraphics,
2001).

El consumo total de materia seca (MS) de los
diferentes grupos fue comparado con un ANOVA
para un disefio completamente al azar y las medias
fueron comparadas con una prueba de rango multiple
de Tukey.

Los resultados de la eliminacién de huevos (HPG y
HTH) de cada grupo fueron comparados empleando
la prueba de Mann-Whitney.

RESULTADOS
Efecto antihelmintico in vitro

En la tabla 1 se presentan los resultados obtenidos en
la prueba de IDL empleando un aislamiento de H.
contortus proveniente de Yucatan con un baja
susceptibilidad a taninos condensados (Paraiso). Se
observd que el desenvaine de las larvas infectantes de
H. contortus expuestos al extracto de hojas de A.
pennatula fue inhibido a partir de la concentracion de
300 pg/ml (P< 0.05) con un porcentaje de 41.5%
respecto a su control. EI 100% de inhibicién fue
alcanzado en las dos concentraciones méas elevadas
(600 y 1200 pg/ml; P < 0.05).

El extracto del subproducto de C. arabica variedad
CS mostré una inhibicién del desenvaine larvario (P
< 0.05) en todas las concentraciones evaluadas
(61.5% a 100% de inhibicion) respecto al control. Por
otro lado, el extracto de C. arabica variedad SG solo
mostré una inhibicién respecto al control en la
concentracion mas elevada (1200 pg/ml) (P < 0.05).

En la tabla 2 se presentan los resultados obtenidos en
la prueba de IDL empleando la concentracion de 1200
pg/ml, con y sin PVPP. Se observo que el desenvaine
de las larvas de H. contortus expuestos a A. pennatula
fue inhibido en la concentracion de 1200 pg/ml sin
PVPP respecto al control (P<0.05). No se encontré
diferencia significativa entre la concentracion 1200
pg/ml con PVPP y el control PBS. Respecto al
extracto de C. arabica variedad CS este mostré una
inhibicion del desenvaine larvario en la concentracion
1200 pg/ml sin PVVPP respecto al control (85.2% vs.
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0% de inhibicion respectivamente) (P<0.05). De igual
manera se encontrd diferencia entre la concentracion
1200 pg/ml con PVPP y el control PBS (47% vs. 0%
de inhibicién respectivamente). Para el extracto de C.
arabica variedad SG se observaron diferencias entre
las concentraciones de 1200 pg/ml con y sin PVPP
respecto al control (90.5%, 84.2% y 0% de inhibicién
respectivamente) (P<0.05).

Efecto antihelmintico in vivo

En la tabla 3 se presentan los resultados obtenidos
respecto al consumo de alimento en cada uno de los
grupos experimentales del estudio. Los tres grupos
experimentales tuvieron semejantes consumos totales

de alimento durante la prueba, asi como de pasto y de
concentrado (P>0.05). Dado que el subproducto
percolado de C. arabica se ofrecia previamente
mezclado con el concentrado (10% del alimento
concentrado ofrecido), el consumo de subproducto de
café fue semejante entre el grupo GCA y GCA+PEG
(64.4 vs. 67.0 g/dia respectivamente) (P>0.05).

En la tabla 4 se presenta el efecto de la ingesta de C.
arabica sobre la excrecion de huevos por gramo de
heces (HPG) y excrecion de huevos totales en heces
(HTH) en ovinos infectados con H. contortus. No
existié una reduccién en la cuenta de HPG asi como
en la excrecion de HTH entre los grupos GCA y
GCA+PEG en comparacion del grupo GC (P>0.05).

Tabla 1. Inhibicién del desenvaine (% a 60 min) de larvas Ls de Haemonchus contortus aislado Paraiso, expuestas a
diferentes concentraciones de extractos acetonicos de Acacia pennatula y de dos variedades de Coffea arabica (CSy

SG).

Extracto PBS 150 pg/ml 300 pg/ml 600 pg/ml 1200 pg/ml E.E.M.
A. pennatula 1.75 5.2 415" 100" 100" 2.13
C. arabica CS 0.0 61.5" 83.7" 96.5" 100° 0.54
C. arabica SG 1.25 14.75 28 26.5 86.2" 9.74

*: Indica diferencias estadisticas respecto a su control,
EEM: Error estandar de la media,
PBS: Phosphate buffered saline

Tabla 2. Inhibicion del desenvaine (% 60 min) de larvas L; de Haemonchus contortus aislado Paraiso, con adicion de
PVPP a extractos acetdnicos de Acacia pennatula y de dos variedades de Coffea arabica (CS y SG).

Extracto

Extracto PBS 1200 pg/ml PVPP E.E.M.
A. pennatula 0 98.7* 16.5 5.63
C. arabica CS 0 85.2* 47* 4.37
C. arabica SG 0 90.5* 84.2* 4.50

*: Indica diferencias estadisticas respecto a su control,
EEM: Error estandar de la media,
PBS: Phosphate buffered saline
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Tabla 3. Consumo (Kg MS, media + EE) de alimento balanceado con y sin desecho de café (Coffea arabica) y pasto
de corte (Pennisetum pupureum) y consumo total de alimento de los ovinos infectados con Haemonchus contortus,
aislado Paraiso en cada uno de los grupos experimentales.

Control Residuo café Residuo café+ PEG
Consumo total 0.897+61a 0.773+ 66.9a 0.847+74.8a
Pennisetum purpureum 0.193+22.8a 0.129 + 25a 0.177+27.9a
Alimento balanceado 0.704+ 51.8a - _
Coffea Arabica + 0.644+3.1a 0.670+ 3.52

alimento balanceado

Diferentes letras entre columnas indican diferencia significativa (P <0.05)
KgMS= kilogramos en materia seca;

E.E.= Error estandar;

PEG= Polietilenglicol

Tabla 4. Efecto de la ingesta de Coffea arabica sobre la excrecion fecal de huevos por gramos de heces (HPG) y
excrecion de huevos totales en heces (HTH) de Haemonchus contortus aislado Paraiso, en ovinos infectados
(mediana y rango).

Control Residuo café Residuo café + PEG
HPG 465 (159-7299)a 468 (241-1059)a 837 (365-5063)a
HTHa 7726 (4725-114031)a 13152 (5931-34418)a 28587 (13370-15303)a

PEG: Polietilenglicol.,
Diferentes letras entre columnas indican diferencia significativa (P <0.05)

DISCUSION una inhibicion del desenvaine de solo 7.7% y 36.7%
en las concentraciones 150 y 300 pg respectivamente,
El presente trabajo evaluo el efecto AH in vitro e in lo cual es similar al aislado evaluado en este estudio.
vivo del subproducto percolado de C. arabica sobre Por su parte, Covarrubias-Cardenas. (2013),
un aislado de H. contortus de baja susceptibilidad a empleando la misma prueba, reportd porcentajes de
taninos. inhibicion de 29.3% y 98.11% en las concentraciones
de 150 y 300 g, respectivamente, con un aislamiento
Efecto antihelmintico in vitro de H. contortus susceptible a taninos proveniente de
animales del centro de Meéxico (aislado FESC).
Los resultados de la evaluacion in vitro confirmaron Similarmente, Vargas-Magafia. (2013) encontré
que el aislado de H. contortus proveniente de un porcentajes de inhibicion de 50% y 99% para las
ovino infectado naturalmente en la vegetacion nativa concentraciones de 150 y 300 pg, con otro aislado de
de Yucatan, presenté una menor susceptibilidad al H. contortus proveniente también del centro de
extracto de hojas de A. pennatula, comparado con el México (CENID-INIFAP).
efecto que ocasiona sobre aislados de H. contortus
provenientes de otras regiones (Covarrubias- La evaluacién realizada con PVPP confirm6 que el
Cérdenas, 2013; Vargas-Magarfia, 2013). Esta menor efecto AH observado para el extracto de A. pennatula
susceptibilidad del aislado de H. contortus utilizado, es atribuible a los taninos presentes en el extracto ya
se confirmd comparando los resultados de las que su efecto AH es bloqueado casi completamente
concentraciones de 150 y 300 pg del extracto de A. por el PVPP que es un inhibidor de taninos.
pennatula contra el control (PBS) en la prueba IDL Resultados similares fueron reportados para el caso
(inhibiciones de 5% y 41.4% respectivamente). Un de otros aislados de H. contortus provenientes del
estudio previo con otro aislamiento de H. contortus centro del pais (Covarrubias-Cérdenas, 2013; Vargas-
proveniente de Yucatan (Poxila) también presento Magafia, 2013).
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Los resultados obtenidos en este estudio apoyan la
hip6tesis de que los aislados de H. contortus
obtenidos en Yucatan son menos susceptibles a los
taninos de las plantas de Yucatan (por ejemplo A.
pennatula), en comparacion con aislados de otras
regiones que no estan expuestos a estos metabolitos.
Otros factores que pueden ser considerados para
explicar esta variabilidad entre los aislados con
diferente origen geografico, pueden ser: (a)
diferencias en la concentracion de los metabolitos
entre plantas de la misma especie en la region, (b)
diferencias debidas al 6rgano (parte) de la planta de la
cual se extraen los metabolitos y (c) tipo de
extraccién realizada (acet6nica, metandlica, etc.)
(Kahiya et al., 2003; Makkar et al., 2007; Hoste et al.,
2009; Alonso-Diaz et al., 2011).

Respecto a los resultados de la evaluacion del efecto
AH del extracto de Coffea arabica, la variedad CS
tuvo una mayor eficacia para inhibir el desenvaine a
partir de la concentracion 150 pg/ml (61.5%; P <
0.05) en comparacion con la variedad SG que causo
inhibicion sélo en la concentracion de 1200 pg/ml
(86.2%; P < 0.05). Covarrubias-Cardenas. (2013)
empleando las mismas variedades de subproducto de
café pero utilizando un aislamiento de H. contortus
del Centro de Meéxico (FESC) encontr6 una
inhibicion significativa a partir de la concentracion
300 pg/ml (57.53%) en la variedad CS y para la
variedad SG, la inhibicion eficaz fue observada en las
concentraciones 600 y 1200 pg/ml (83.05 y 94.12 %,
respectivamente). Los resultados de ambos estudios
sugieren que la variedad CS es mas eficaz contra H.
contortus en pruebas in vitro que la variedad SG. Esta
variabilidad de la eficacia AH in vitro de los extractos
acetonicos de C. arabica se habia reportado en otros
estudios realizados con extractos de diferentes marcas
comerciales de café. En general, se obtienen
reducciones del desenvaine de H. contortus en las
concentraciones de 600 a 1200 pg/ml, tanto en
aislados de H. contortus de Francia (Vargas-Magafia,
2013) como de México (Chan-Pérez et al., 2012;
Vargas-Magafia, 2013). La variacion en la eficacia de
los extractos de C. arabica observada puede deberse a
las diferencia de procesamiento como secado, tostado,
percolado y extraccién, que pueden afectar la
cantidad de compuestos secundarios presentes en los
extractos.

Por otra parte, los resultados obtenidos con el uso del
PVPP mostr6 que los taninos provenientes del
subproducto de Coffea arabica no fueron los
principales responsables del efecto AH in vitro sobre
el aislado de H. contortus con baja susceptibilidad a
los taninos. Es decir, el efecto AH in vitro pudo
deberse a compuestos secundarios distintos a los
taninos o polifenoles, ya que dentro del café
concurren mas de 1500 sustancias bioquimicamente
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activas (Gutiérrez, 2002). Esto fue méas evidente con
el extracto de C. arabica SG. Otros estudios
realizados recientemente con extractos acetonicos de
C. arabica muestran también que wuna parte
importante del efecto AH se mantiene adn en
presencia del PVPP (Covarrubias-Cardenas, 2013;
Vargas-Magafia, 2013).

Efecto antihelmintico in vivo

El presente estudio demostré que la inclusion de
subproducto de café en el alimento concentrado de los
ovinos (10% del alimento balanceado) no produjo un
efecto AH contra un aislado de H. contortus de baja
susceptibilidad a taninos. En este estudio se observé
que los ovinos suplementados con 10% del
subproducto de C. arabica (grupos GCa y GCa+PEG)
presentaron un consumo similar de pasto y de
alimento, y por ende de subproducto de café. Es decir,
un consumo de aproximadamente 65 g de café
percolado por dia no fueron suficientes para ocasionar
un efecto AH sobre la carga de huevos en heces (HPG
y HTH). Estos resultados contrastan con los obtenidos
en el estudio de Covarrubias-Cardenas (2012)
realizado con ovinos infectados artificialmente con un
aislado de H. contortus susceptible a taninos. En este
Gltimo, los ovinos consumian cantidades semejantes
de subproducto de café percolado (57.5 y 61.1 g/d
para el grupo sin PEG o con PEG, respectivamente) y
dicho nivel de consumo ocasion6 una porcentaje de
reduccion de HPG del 70%. Aunque dicha reduccion
de HPG no fue significativa (P > 0.05). Sin embargo,
en la recuperacion de los nematodos adultos (estudio
post-mortem) se observd una reduccién significativa
de 25% en la fecundidad de las hembras de H.
contortus de los ovinos que consumieron el
subproducto del café (P < 0.05). Esta diferencia entre
los resultados de un aislado susceptible (FESC) y uno
de baja susceptibilidad a taninos (Paraiso), puede ser
la expresion de la plasticidad fenotipica de los NGI
contra los compuestos secundarios de las PRT. El
aislado Paraiso ha tenido una constante exposicién a
PRT y otros compuestos secundarios de la vegetacion
de Yucatén y esto puede ocasionar cierta reduccién en
la susceptibilidad a estos compuestos. Estos ajustes
aumentan la probabilidad de supervivencia de los
NGI que les permitirian mantener sus funciones
fisioldgicas fundamentales en entornos altamente
heterogéneos (Gianoli, 2004).

En conjunto, los resultados previos y los encontrados
en este trabajo confirman la posible existencia de
diferencias en la susceptibilidad de los aislados de H.
contortus de Yucatan y de otras zonas de México y el
mundo.

Por otro lado, un estudio previo realizado con
caprinos infectados artificialmente con un aislado de
H. contortus originario de Yucatdn (UADY)
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(Palomo-Couoh, 2012) demostr6 que los caprinos son
capaces de consumir casi el doble de la cantidad de
subproducto de café que consumen los ovinos del
presente estudio y del estudio de Covarrubias-
Cérdenas. (2013). Este mayor consumo de
subproducto de café en caprinos ocasiond una
reduccion significativa de la fecundidad (reduccion
del 51.3 %) y la longitud de las hembras (reduccién
de 6.8%) de éste parasito (P<0.05), Ademas de una
reduccion de 43% en la eliminacion de huevos en
heces que no resulto significativa. Este efecto AH fue
reportado en caprinos infectados con un aislado
Yucateco de H. contortus de baja susceptibilidad a
taninos (Vargas-Magafia, 2013). Aparentemente, la
mayor capacidad de los caprinos de consumir
materiales ricos en taninos y otros compuestos
secundarios, comparado con los ovinos, permitio
lograr un efecto AH que no se alcanz6 a detectar en
los ovinos del presente estudio. Esta mayor capacidad
de consumir plantas ricas en taninos de los caprinos,
comparado con los ovinos, ha sido demostrada por
Gonzéalez-Pech et al. (2015) en la vegetacion nativa
de Yucatén.

La adicién de PEG al café no increment6 el consumo
voluntario de la dieta con café (GCA+PEG) y
tampoco afectd la cuenta de huevos en heces. La
ausencia de efecto de PEG sobre el consumo de
materiales ricos en taninos y otros compuestos
secundarios ha sido previamente reportada para
ovinos consumiendo follaje de PRT (Martinez-Ortiz-
de-Montellano et al., 2010; Galicia-Aguilar et al.,
2012; Méndez-Ortiz et al., 2012). De la misma
manera, la adicion de PEG a dietas con subproducto
de café no incrementa el consumo de este
subproducto (Palomo-Couoh, 2012; Covarrubias-
Cardenas, 2013). En otras latitudes, el PEG se utiliza
para aumentar el consumo de materiales ricos en
taninos en rumiantes (Perevolovsky et al., 2006). Sin
embargo, los animales de Yucatdn parecen tener
plasticidad fenotipica en su saliva que les permite un
elevado consumo de materiales ricos en compuestos
secundarios y la adicion de PEG no favorece un
mayor consumo (Vargas-Magafia, 2013).

CONCLUSION

El extracto acetonico del subproducto de C. arabica
posee un efecto AH in vitro. Sin embargo, el
consumo de alimento conteniendo un 10% del
subproducto no produjo un efecto AH in vivo en
ovinos infectados con el aislado Paraiso de H.
contortus. La ausencia del efecto AH in vivo se puede
atribuir a la baja susceptibilidad a los compuestos
secundarios de las PRT que presenta el aislado de H.
contortus empleado en este estudio.
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