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RESUMEN

El objetivo fue describir y evaluar la calidad nutricional de las hojas secas de A. muricata en
condiciones in vitro y en condiciones in vivo usando caprinos en crecimiento siguiendo la
metodologia propuesta para la confirmacion de plantas con potencial nutracéutico bajo el
contexto de aplicacion a futuro en parasitologia veterinaria. El estudio in vitro consistio en dos
pruebas a) PGIV y b) DIVMS y DIVMO, con y sin polietilenglicol (PEG) ambas utilizaron un
modelo de mezclas simple a 48 h. El estudio in vivo midié consumo voluntario, digestibilidad
y balance de nitrégeno de diferentes niveles de inclusion de harina de A. muricata en
22caprinos divididos en 4 grupos: Control 0% (n=5), T2 (2.5%n=6), T3 (5% n=6) y T4
(10%n=5). Se midieron valores de biometria hematica, alanina aminotransferasa (ALT) y
creatinina. Los resultados de la PGIV y DIVMS mostraron diferencias entre los sustratos
simples (p<0.05). No hubo efecto de la adicién de PEG (p>0.05).El T4 se eliminé (rechazo del
alimento y presentacion de diarrea). EI T3 tuvo menor consumo en g de MS y en g por PM, la
menor ganancia de peso diarioy total comparado con el control y T2 (p<0.05).La DAMS de
control, T2 y T3 fue similar (p>0.05). El grupo T3 mostré un balance de nitrégeno negativo
(p<0.05). No existieron diferencias para biometria hematica, ALT y creatinina (p>0.05). El
reducido consumo voluntario de harina de hojas de A. muricata podria estar asociado a la baja
calidad nutricional del sustrato, ya quepudiera contener un metabolito toxico no identificado
con un efecto negativo post-ingestivo. La harina de hojas de esta planta puede utilizarse en un

nivel de 2.5% de la MS de la dieta de cabras en crecimiento.

Palabras clave: Annona muricata; Produccion de gas in vitro; Digestibilidad in vitro e in

vivo; Consumo; Toxicidad.



SUMMARY

The objective was to describe and evaluate the nutritional quality of the dried leaves of A.
muricata on in vitro and in vivo conditions using growing goats following the methodology
proposed for confirmation of plants with nutraceutical potential under the context of
application to future veterinary parasitology. The in vitro study consisted of two tests a) IVGP
and b) IVDMD and IVOMD, with and without polyethylene glycol (PEG) both test used a
model of simple mixtures to 48 h. The in vivo study measured voluntary intake, digestibility
and nitrogen balance of different including levels of A. muricata in 22 goats divided into 4
groups: Control 0% (n = 5), T2 (2.5% n = 6), T3 (5% n = 6) and T4 (10% n = 5). Values of
blood count, alanine aminotransferase (ALT) and creatinine were measured. The results of the
IVGP and IVDMD showed differences between simple substrates (p <0.05). There was no
effect of the addition of PEG (p> 0.05). The T4 was removed (feed refusal and presentation of
diarrhea). The T3 had lower consumption in g of DM and g by MW, the lowest daily gain and
total weight compared with the control and T2 (p <0.05). The ADMD of control, T2 and T3
was similar (p> 0.05). The T3 group showed a negative nitrogen balance (p <0.05). There
were no differences for blood count, ALT and creatinine (p>0.05). The reduced voluntary
intake of A. muricata leaves could be associated with the poor nutritional quality of the
substrate, and this could maibe contain a toxic unidentified metabolite with negative post-
ingestive effect. The flour leaves of this plant can be used at an inclusion level of 2.5% of the

DM diet for growing goats.

Key words: Annona muricata; In vitro gas production; In vitro e in vivo digestibility;

voluntary intake; Toxicity.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos 20 afios, el uso de plantas nutracéuticas ha emergido como una
estrategia viable para el manejo de los nematodos gastrointestinales (Hoste et al., 2012).
Incluso se ha propuesto una metodologia para la busqueda y confirmacién de plantas con
potencial para ser empleadas como nutracéuticos en parasitologia veterinaria (Hoste et al.,
2015). Los principales pasos a seguir para estudiar plantas y determinar su potencial
nutracéutico son: (1) demostrar su efecto antihelmintico (AH) in vitro, (2) describir el perfil de
macronutrientes, (3) evaluar la digestibilidad de la materia seca (MS) y materia organica (MO)
en pruebas in vitro, (4) realizar pruebas de consumo y preferencia in vivo, (5) evaluar la
digestibilidad de la materia seca (MS) y materia organica (MO) in vivo asi como su efecto en
el balance de nitrégeno, (6) determinar el impacto sobre la salud y produccién animal, y (7)
evaluar su efecto AH in vivo. Los materiales nutracéuticos méas estudiados y que sirven como
modelo a seguir han sido los materiales ricos en taninos condensados y generalmente incluye
plantas de la familia fabacea (Hoste et al., 2006; Alonso-Diaz et al., 2010). Sin embargo,
existen otras plantas como las Anonaceas que se encuentran distribuidas en todo el tropico y
son plantas representativas de los huertos familiares en Yucatan (Flores et al., 2004). A esta
familia de plantas se le ha prestado mucha atencion en la etnobotéanica, etnoveterinaria por sus
propiedades medicinales y antiparasitarias (Flores et al., 2004; Gajalakshmi et al., 2011;
Pandey y Barve, 2011). Mas aun, se ha demostrado que especies de esta familia tiene
propiedades AH in vitro contra NGI en pequefios rumiantes (Souza et al., 2008; Kamaraj et
al., 2011; Ferreira et al., 2013). En Yucatan, México, se ha demostrado que los extractos de
acetona:agua (70:30) y metanol de Annona muricata tiene actividad AH in vitro con dosis
efectivas letales a bajas concentraciones sobre huevos y larvas Lz de Haemonchus contortus
(Castafieda-Ramirez et al., 2014). Por lo tanto, cumple con el primer punto de la metodologia
para identificar materiales nutracéuticos. Estos autores también demuestran que los
compuestos secundarios contenidos en los extractos de A. muricata pueden ser considerados
toxicos de acuerdo a la técnica in vitro de Artemia salina por lo que se deben tomar
precauciones si quiere utilizarse como insumo para la alimentacion animal. A pesar de ser una

planta nutracéutica con potencial AH, existe poca informacion que describa las cualidades



nutricionales, toxicas o antihelminticas de esta especie de planta al ser consumida por
pequefios rumiantes. Por lo tanto, se requiere generar la informacion que permita definir si las
hojas de A. muricata pueden proponerse como materiales nutracéuticos contra los NGI. Para
esto es indispensable complementar la descripcion y evaluacién de la calidad nutricional tanto
in vitro como in vivo de las hojas secas de A. muricata como sugieren Hoste et al. (2015). Por
lo tanto, el presente trabajo evalud la calidad nutricional de las hojas secas de A. muricata en

condiciones in vitro y en condiciones in vivo usando caprinos en crecimiento.



2. MARCO TEORICO

2.1. Calidad y valor nutricional

La calidad del forraje se define de varias maneras, pero a menudo se comprende muy
poco. La calidad del forraje representa un concepto simple, pero abarca mucha complejidad.
Aunque es muy importante la calidad del forraje a menudo recibe mucha menos atencién de la
que merece. La alimentacion animal de calidad es esencial para lograr altas tasas de ganancia
de peso, abundante produccion de leche y una reproduccion eficiente. La calidad del forraje
tiene un efecto directo sobre el rendimiento de los animales por lo tanto ¢Que es la calidad del
forraje? Esta puede definirse como el grado en que un forraje tiene el potencial de producir
una respuesta animal deseada. La produccion de forraje de calidad adecuada para una
situacion dada requiere el conocimiento de los factores que afectan la calidad del forraje. Los
factores que influyen en la calidad del forraje incluyen los siguientes: 1) La palatabilidad ¢Los
animales comen el forraje? Los animales tienen la capacidad de seleccionar sobre uno u otro
forraje basado en el olfato, vista, sentir y el gusto. Por lo tanto, la palatabilidad puede estar
influida por la textura, frondosidad, fertilizacion, madurez, contenido de humedad o
compuestos que causan que el forraje sea dulce, agrio, salado al gusto. Los forrajes de alta
calidad son por lo general muy palatables. 2) La ingesta o consumo ¢Cuanto van a comer? Los
animales deben consumir cantidades adecuadas de forraje para un buen desempefio, cuanto
mayor sea la palatabilidad, mayor sera la ingesta. 3) La digestibilidad ¢(Cuanta cantidad del
forraje sera digerido? (el grado en que el forraje es absorbido a medida que pasa a través del
tracto digestivo de un animal) varia en gran medida. Los tejidos vegetales inmaduros de hojas
pueden ser digeridos en un 80 a 90%, mientras que material maduro de tipo tallo se digiere
menos del 50%. 4) EI contenido de nutrientes. Una vez digerido, ¢Sera el forraje capaz de
proporcionar un nivel adecuado de nutrientes? Las plantas contienen por lo general de 70 a
90% de agua, para estandarizar los analisis, la produccién de forraje y el contenido de
nutrientes se expresan generalmente en base a materia seca (MS). De esta MS se puede dividir
en dos categorias principales: (1) contenido celular (las partes no estructurales del tejido de la

planta, tales como proteinas, aztcar y almidon); y (2) componentes estructurales de la pared



celular (celulosa, hemicelulosa y lignina). 5) Factores antinutricionales. Varios compuestos
pueden estar presentes en el forraje que puede reducir el rendimiento del animal, causa la
enfermedad, o incluso producir la muerte. Tales compuestos incluyen taninos, nitratos,
alcaloides, cianoglicosidos, estrogenos, saponinas, etc. La presencia y/o gravedad de estos
elementos dependen de las especies de plantas presentes, época del afio, las condiciones
ambientales, y la sensibilidad animal. Los forrajes de alta calidad no deben contener niveles
peligrosos de componentes antinutricionales. 6) El rendimiento de los animales es la Gltima
prueba de la calidad del forraje, especialmente cuando los forrajes son ofrecidos solos y ha
libre eleccion. La calidad del forraje abarca el término "valor nutritivo" (el potencial de
proporcionar nutrientes, es decir, la digestibilidad y contenido de nutrientes). El rendimiento
de los animales puede ser influenciado por cualquiera de varios factores asociados con
cualquiera de las plantas o de los animales. La falta de dar la debida consideracion a
cualquiera de estos factores puede reducir el nivel de rendimiento de un animal, que a su vez
reduce los ingresos potenciales (Ball et al., 2001).

Retomando estos términos el autor Newman et al., (2006) concuerda en que debe
hacerse la distincion entre los términos calidad y valor nutritivo. Por mucho tiempo se ha
hecho uso indistinto e intercambiable de estos términos refiriéndose a la calidad del alimento.
El valor nutritivo de un forraje se refiere a la concentracion de energia disponible (total de
nutrientes digestibles) y concentracion de proteina cruda. La calidad de un forraje es un
término mas amplio que no solo incluye el valor nutritivo sino también su consumo. En la

practica animal el desempefio productivo de los animales refleja la calidad de un forraje.

2.2 Tecnica de produccion de gas in vitro

El desempefio productivo de los rumiantes depende mucho de la calidad del forraje, ya
que el valor nutricional de un ingrediente o dieta impactara positiva o negativamente en el
consumo Y la digestibilidad de dicho alimento (Posada y Noguera, 2005). Los metodos in vitro
son importantes para los nutri6logos, ya que son muy Utiles para determinar la calidad
nutricional de los alimentos. Estos métodos permiten tener un mayor control de las

condiciones experimentales y requieren menos tiempo para su ejecucion comparado con



experimentos in vivo (Makkar, 2005). La técnica de produccion de gas es una técnica in vitro
que sirve para la evaluacién del valor nutricional, la cual a diferencia de otras técnicas no solo
determina la extension, sino también la cinética de degradacion del alimento a través del
volumen de gas liberado directamente como un producto de la fermentacion (Theodorou et al.,
1994). Debido al incremento de interés en la utilizacion de fuentes de alimentos no
convencionales, se ha incrementado la utilizacion de esta técnica, que puede proveer
informacidén muy util sobre la cinética de la digestion en sus fracciones soluble e insoluble de
los alimentos. Su manera facil de medir los productos finales de la fermentacion lo hace mas
eficiente que otros métodos in vitro para el estudio de fitoquimicos, metabolitos secundarios
de las plantas y aditivos en los alimentos. Otras ventajas que posee este método es que se
pueden manejar muchas muestras al mismo tiempo, tiene aplicaciones para calcular la
digestibilidad e incluso puede emplearse para el balance de nitrégeno (Makkar, 2005).

La técnica de produccion de gas emplea sustratos molidos, medio anaerobico,
temperatura de 39 °C e in6culo ruminal. La técnica puede medir el volumen de gas a presion
atmosférica constante, la presion de gas a un volumen fijo, o hace una combinacion de ambos
procedimientos; disponiendo para tal efecto de metodologias manuales, semiautomaticas y
automaticas. Los perfiles de produccion de gas obtenidos pueden ajustarse a diferentes
ecuaciones para resumir la informacion cinética, permitiendo la comparacion de los sustratos,
la evaluacion de diferentes ambientes de fermentacion y la obtencion de las tasas de
fermentacion de los constituyentes solubles y estructurales. Si determinaciones gravimétricas
son realizadas a determinados intervalos de tiempo, la produccion de gas por unidad de
materia seca 0 de materia organica puede ser cuantificada. Algunos de los factores que afectan
la produccion de gas se encuentra el tipo de sustrato y de indculo, la especie animal donadora
del indculo, su alimentacién, el pH del medio y el tampon empleado (Krishnamoorthy et al.,
2005).

2.2.1. Origen del gas. La energia para el crecimiento microbiano es derivada de la
fermentacion de los carbohidratos, principalmente almidén y celulosa, cuya digestion
anaerobia produce 4acidos grasos volatiles (AGV), succinato, lactato, etanol, dioxido de
carbono (CO,), metano (CHy), y trazas de hidrogeno (H,. La cantidad de gas producida por

gramo de materia seca (MS) o de materia organica (MO) desaparecida puede ser calculada si



las pérdidas de sustrato son medidas, bien sea a determinados intervalos de tiempo o al final
de la fermentacion (Posada y Noguera, 2005).

2.2.2. Los sistemas automaticos. Estos sistemas permiten realizar un mayor nimero
de lecturas de la produccion de gas (ejemplo cada minuto, 5 minutos, 10 minutos, etc.) lo que
conduce a la obtencion de perfiles muy detallados. Otra ventaja de los sistemas automaticos es
la reduccion de la labor, especialmente las primeras 36 horas de incubacion donde, debido a la
rapida fermentacion, frecuentes lecturas son requeridas en los procedimientos manuales. La
introduccion de méas avanzados y sensibles equipos de produccion de gas que cuantifican la
cinética de fermentacion con una alta precision con diferentes procesos hace necesaria la
utilizacion de modelos multifasicos como el del autor Groot et al. (1996). El valor potencial de
estos modelos multifasicos es que separan el sustrato evaluado en las fracciones méas rapida y
mas lentamente fermentables. No obstante, otra desventaja de los sistemas automaticos es el
alto costo inicial, la complejidad y los problemas de mantenimiento (Posada y Noguera, 2005).

2.2.3. Preparacion para la inoculacion. La técnica de produccion de gas al igual que
otros procedimientos de digestibilidad usan sustratos molidos, medio anaerobico, temperatura
de 39°C e indculo ruminal (Posada y Noguera, 2005).

2.2.4. Secado de las muestras. El contenido y la naturaleza de varios constituyentes
del alimento y por consiguiente, la cinética de fermentacion, pueden ser influenciados por la
temperatura y el proceso de secado del sustrato. La mayoria de los grupos hacen secado por
congelacién o en el horno a 60 o0 70°C (Posada y Noguera, 2005).

2.2.5. Molienda del sustrato. Un menor tamafio de particula aumenta el area de
superficie para la degradacion microbiana. Para el analisis de produccion de gas, la mayoria de
los autores muelen los sustratos a traves de una malla de 1 mm (Posada y Noguera, 2005).

2.2.6. Tamafio de la muestra. La cantidad de material requerido para evaluar la
cinética de fermentacion varia desde 0.1 a 1 g. Con un aumento en el tamafio de la muestra se
produce una disminucion en la produccion de gas por cada gramo de MS, debido a la baja
proporcién de microorganismos en relacion al sustrato o al agotamiento del tampon (Posada y
Noguera, 2005).

2.2.7. Preparacion del medio. Todos los medios en uso tienen en comin tampdn de

bicarbonato y fosfato, un agente reductor, una fuente de nitrégeno, varios minerales, y



resarzurina como indicador de potencial redox. En todos los casos, el CO, es usado durante la
preparacion del medio para asegurar un bajo potencial redox al momento de la inoculacion, ya
que la ausencia de anaerobiosis resulta en pérdidas de bacterias celuloliticas y amiloliticas
(Posada y Noguera, 2005).

2.2.8. Obtencion del in6culo. El fluido ruminal tomado después del ayuno es menos
activo que el que se colecta dos horas después de alimentar, pero es mas consistente en su
composicion y actividad. Como regla general, se recomienda colectar el indculo antes de la
alimentacion y de por lo menos tres animales consumiendo la misma dieta. La incubacién de
un mismo sustrato puede conducir a diferente produccion de gas si el fluido ruminal es tomado
en diferentes dias, situacion que debera corregirse por la introduccion de estandares de
conocida produccion de gas (Posada y Noguera, 2005).

2.2.9. Preparacion del inoculo. El licuado incrementa en el in6culo el nimero de
bacterias previamente adheridas a la fibra, la mayoria celuloliticas, pero también el nimero de
particulas pequefias del alimento, por lo que la produccion de gas en los frascos de incubacion
y en los blancos se hace mayor. El procedimiento de licuado puede también aumentar el riesgo
de exposicion al oxigeno si el flujo de CO, no es suficientemente fuerte (Posada y Noguera,
2005).

2.2.10. Proporcion de indculo a medio. Estudios in vitro describen que un medio
conteniendo 20 a 25% de fluido ruminal da los mejores resultados. Sin embargo, la cantidad
de inoculo adicionado varia ampliamente entre grupos. Algunas proporciones liquido
ruminal:tampon son 1:2 (Menke y Steingass 1998); 1:4, y 1:9 (Theodorou et al., 1994).

2.2.11. Blancos. Una serie de botellas blanco conteniendo medio e indculo pero no
sustrato, es rutinariamente incluida en cada corrida. EI promedio de gas registrado por los
blancos, que normalmente corresponde al 13-27% de la lectura final, es substraido desde el
total de gas producido por los sustratos evaluados, obteniendo asi el total de gas realmente

derivado desde la fermentacion del sustrato (Posada y Noguera, 2005).



2.3. Factores que afectan la produccion de gas

2.3.1. Tipo de sustrato. Los henos de leguminosas se degradan a una tasa mas alta que
los henos con una alta participacion de gramineas (Posada y Noguera, 2005).

2.3.2. Especie donadora del inoculo. Las diferencias en la actividad de los
microorganismos desde el rumen de diferentes especies, o de la misma especie, pero con
diferentes dietas, significa que todas las descripciones de produccion de gas deberan describir
las condiciones del animal donador (Posada y Noguera, 2005).

2.3.3. Tampon empleado. Los datos de produccion de gas serian mas facilmente
interpretados si un sistema tampdn basado Unicamente en bicarbonato o fosfato fuera
utilizado. Sin embargo, para lograr un pH > 6, una mezcla de bicarbonato-fosfato es necesaria
(Posada y Noguera, 2005).

2.3.4. pH del medio. Los microorganismos ruminales son muy sensibles a cambios en
el pH y la mayoria prefieren un rango de pH entre 6.5 a 6.8. Las bacterias celuloliticas, en
particular, son mas sensibles a bajos pH que las bacterias amiloliticas. Un pH alto (7.5) o bajo
(5.5) severamente compromete la digestion de la fibra (Posada y Noguera, 2005).

2.3.5. Control de temperatura. La actividad microbiana, el volumen de gas y las
presiones cambian con la temperatura, por lo que esta debe estar en 39 °C (Posada y Noguera,
2005).

2.3.6. Agitacion. ElI CO;tiene una fuerte tendencia a formar soluciones super saturadas
en medio acuoso. Si esto ocurre, la presion o el volumen obtenidos en las lecturas seran
incorrectos. Afortunadamente esta tendencia puede ser reducida por suave agitacion ocasional
(Posada y Noguera, 2005).



2.4. Alcances de la técnica de produccién de gas

2.4.1. Prediccion de la digestibilidad. Se ha demostrado que la produccion de gas esta
relacionada con la desaparicion de la FDN, la relacion entre ambos conceptos es lineal, con
una pendiente marcadamente constante. Igualmente se ha encontrado una alta correlacion
entre la produccion de gas in vitro y la disponibilidad del almidon en los granos de cereales, la
produccién de gas acumulada en 24 horas estuvo bien correlacionada con la digestibilidad de
la MO determinada in vivo. Finalmente han reportado significativas correlaciones entre la tasa
fraccional de desaparicion de la MS in situ y la tasa fraccional de produccién de gas
(Krishnamoorthy et al., 2005).

2.4.2. Estudio de los constituyentes del alimento. La técnica de produccion de gas
puede ser también usada para determinar la importancia de las diferentes fracciones
alimenticias (monosacéridos, pectinas, almidon, celulosa y hemicelulosas) para proveer
energia a los microorganismos y para determinar que componentes inhiben la actividad
microbiana. La discrepancia entre los valores estimados de fermentabilidad de los forrajes
empleando técnicas in situ e in vitro se presenta por la mas baja fermentacion de la fibra en el
sistema in vitro. Algunas razones que explican esta discrepancia corresponden al hecho que
algunas plantas tienen factores antinutricionales que son liberados durante la fermentacion y se
acumulan en el medio de incubacién alcanzando niveles inhibitorios para los
microorganismos, en tanto que en la técnica de la bolsa de nylon la toxicidad para los
microorganismos o el enlace a sus enzimas es diluido. Adicionalmente, los métodos basados
en determinaciones gravimétricas permiten la solubilizacion de los factores antinutricionales,
por lo que ellos son medidos como MS digestible cuando realmente no hicieron ninguna
contribucion de energia al sistema. Contrariamente, en la técnica de gas, el efecto de estos
principios sobre la fermentacidén ruminal es reflejada precisamente en la menor produccién de
gas (Posada y Noguera, 2005).

2.4.3. Determinacion de la calidad del alimento. La técnica de produccion de gas
permite detectar diferencias entre los sustratos generadas por su madurez, condiciones de

crecimiento, especie o cultivar y métodos de preservacion. Igualmente ha sido usada para
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determinar diferencias en la fermentabilidad de los residuos de cosecha sometidos a diversos
tratamientos quimicos o fisicos (Krishnamoorthyet al., 2005).

2.4.4. Estudio de efectos asociativos. La técnica tiene potencial para investigar efectos
asociativos entre alimentos. El procedimiento consiste en incubar primero las dietas
separadamente y posteriormente en combinacidén, monitoreando la produccion de gas. Los
trabajos realizados al respecto han observado una interaccion positiva en la produccién de gas
en las etapas tempranas de la incubacién. De lo anterior se desprende que la produccion de gas
ofrece un medio para investigar las interacciones de las fracciones solubles e insolubles
durante la fermentacion (Posada y Noguera, 2005).

2.4.5. Estudio de la cinética de fermentacion. La cinética de produccion de gas
depende de las proporciones de particulas solubles, insolubles pero degradables, y no
degradables del alimento. La sincronizacion entre la energia y el nitrégeno suplementados en
el rumen es una aproximacion para mejorar la eficiencia de la fermentacion ruminal. Para
aplicar este principio en formulacion de alimentos, se necesitan datos sobre las tasas de
degradacion de las proteinas y de fermentacién de los carbohidratos. Las técnicas de
produccién acumulativa de gas pueden ser usadas para generar esta informacién. La
produccion de gas podria también ser potencialmente usada para comparar la cinética de
fermentacion desde el rumen o el intestino grueso de diferentes especies y/o del resultado de
diferentes dietas (Posada y Noguera, 2005).

2.4.6. Prediccion del consumo. Se ha demostrado que el consumo de forrajes fue
mejor correlacionado con sus caracteristicas de degradabilidad ruminal que con la
digestibilidad en el tracto digestivo total. La técnica de produccion de gas ha sido usada como
una medida de la degradacion ruminal de los alimentos y como un indicador del consumo de
MS digestible. De hecho, la tasa fraccional de degradacion ha sido un medio para predecir el
consumo voluntario de forrajes por los rumiantes. No obstante, en los intentos que se han
realizado para relacionar las tasas de digestion in vitro con el consumo de MS, las
correlaciones han sido bajas, porque las variables claramente importantes en regular el
consumo son la palatabilidad, estado fisiologico, el nivel de produccion y las condiciones
ambientales que no se toman en cuenta. La produccion de gas desde la FDN estd mejor

correlacionada con el consumo voluntario que los valores obtenidos desde la incubacion del
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forraje entero porque el consumo de pared celular genera distension ruminal (Krishnamoorthy
et al., 2005; Posada y Noguera, 2005).

2.4.7. Limitaciones de la técnica. Una limitacion de la técnica es la falta de
uniformidad en las metodologias, lo que hace dificil comparar resultados entre grupos de
investigacion. Ademas, como otros métodos de bioensayo, requieren animales fistulados en el
rumen para la obtencién del in6culo, y la fistulacion no solamente incrementa el nimero de
problemas préacticos, como son la facilidad quirdrgica, el constante cuidado para evitar
infecciones, particularmente en los tropicos, el costo asociado con el largo término de
mantenimiento de esos animales, sino que se trata de un procedimiento invasivo, el cual esta

en desuso por consideraciones éticas (Posada y Noguera, 2005).

2.5. Uso del polietilenglicol (PEG).

Los polimeros artificiales como el polietilenglicol (PEG) se utilizan como formadores
de complejos de taninos, el PEG es soluble en agua y contiene un gran numero de 4tomos de
oxigeno que son capaces de formar enlaces de hidrogeno con los grupos polifendlicos de los
taninos. Esta propiedad de generar complejos de unién con taninos ha sido explotada para la
separacién de metabolitos de las plantas (Frutos et al., 2004). Recientemente se ha retomado el
interés en su uso como agente generador de complejos de taninos para su cuantificacion y para
neutralizar sus efectos negativos en los animales como disminucion de apetito reduccion en la
concentracion de amoniaco y &cidos grasos volatiles, disminucion de la digestibilidad de la
materia organica, proteina y pared celular, asi como causar interferencia con la accién de
enzimas pancreaticas y absorcion de aminoacidos. La capacidad del PEG para formar
complejos con los taninos ha permitido realizar investigaciones relacionadas con el apetito y
procesos digestivos (Silanikove et al., 2001; Frutos et al., 2004).

En estudios in vivo el tratamiento a ratas, ovejas, cabras y vacas con PEG incrementa
no solo el consumo voluntario sino también la digestibilidad de la dieta, particularmente de la
proteina. Estudios de degradacion in vitro e in situ demuestran las respuestas positivas de la

incubacion de muestras de plantas taniniferas con la adicion de agentes formadores de
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complejos y sin ellos. El incremento de la produccion de gas y la degradabilidad cuando se
adiciona PEG se ha utilizado como un indicador de los efectos de los taninos en el rumen. La
ventaja de estos estudios es su simplicidad y evita el problema de insolubilidad de los taninos.
Estos métodos son muy eficientes para clasificar los efectos negativos de los taninos, pero la
desventaja que tienen es que Unicamente son cualitativos y no dicen mucho acerca de los
efectos de los taninos in vivo. Por otro lado, la adicion de PEG a plantas libres de taninos no
incrementa la produccion de gas in vitro, ni la degradabilidad in situ, no tiene efecto en el
comportamiento de consumo y la digestibilidad in vivo. Luego entonces se concluye que el
efecto positivo del PEG en la degradacién de la materia organica esta relacionado con la
neutralizacion de los efectos adversos de los taninos en la degradacién ruminal (Silanikove et
al., 2001; Frutos et al., 2004).

2.6. Digestibilidad in vivo

En esta técnica la digestibilidad de un alimento se estima a partir del supuesto de que la
cantidad de alimento consumido que no se excreta en las heces se considera que fue absorbido
por el animal (Rymer, 2000). Sin embargo, se considera digestibilidad aparente debido a que
en rumiantes el metano proviene de la fermentacion de los carbohidratos se pierde en el eructo
y no es absorbido por el animal. También se considera aparente por la presencia en las heces
de productos metabdlicos del animal. (McDonald et al., 2014). La técnica consiste en alojar a
los animales en jaulas metabdlicas adaptadas con separadores de heces y orina. Antes de
iniciarse la fase experimental los animales deberan ser desparasitados y seran pesados al inicio
y final de la prueba, cuyo objetivo es adaptar a los animales a la dieta y eliminar todos los
residuos de alimento no digeridos ajenos a la dieta a evaluar. (McDonald et al., 2014).

Esta técnica tiene la ventaja de poder determinar la digestibilidad y el consumo de un
alimento de manera directa o indirecta mediante el empleo de marcadores internos o externos.
Esta tecnica, esta limitada a la descripcion de los efectos digestivos del aparato digestivo
completo y no permite diferenciar entre lo que es degradado en el rumen y lo que es digerido
después del rumen. Como medio para la evaluacion de alimentos esta técnica tiene la

desventaja de requerir labores intensas, largos tiempos de mediciones, requiere de grandes
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cantidades del alimento a evaluar, asi como el uso de animales y por lo tanto es costosa. Sin
embargo, el empleo de esta técnica se justifica a partir de la necesidad de validacion de
muchos experimentos in vitro e in situ que requieren de informacion in vivo sobre la tasa de
digestion, cinética de la digestion y respuesta animal en el consumo, producciéon y
reproduccion (Rymer, 2000).

2.7. Métodos alternativos contra nematodos gastrointestinales

Uno de los mayores problemas a los que se enfrenta la produccion de pequefios
rumiantes a nivel comercial y produccién en traspatio, es la presencia de los nematodos
gastrointestinales (NGI) que causan pérdidas econémicas y productivas en todo el ciclo de
produccién (Aparecida-Nogueira et al., 2012). De manera tradicional, la parasitosis por NGl
han sido tratadas principalmente con drogas AH comerciales. Sin embargo, este tipo de
manejo es costoso ya que se ha estimado un costo anual asociado cercano a los 10 billones de
dolares en todo el mundo (Roeber et al., 2013). Ademas, el control de los parasitos se ha
complicado con la aparicién de cepas de nematodos que exhiben resistencia a diferentes clases
de antihelminticos en todo el mundo (Papadopoulos et al., 2012; Torres-Acosta et al., 2012a).
En Yucatdn, México se reportd una prevalencia de NGI resistentes a benzimidazoles del
58.3% Yy a lactonas macrociclicas del 36.3%. Se encontraron cepas del parasito Haemonchus
contortus resistente a ambas familias de antihelminticos, y cepas T. colubriformis resistente a
las lactonas macrociclicas (Torres-Acosta et al., 2003).

Debido al problema derivado de los NGI y su resistencia a los tratamientos con AH se
estan investigando soluciones alternativas diferentes al uso de drogas comerciales para el
control de los parasitos (Torres-Acosta et al., 2012b). Entre ellas se encuentra el uso de agujas
de Oxido de cobre, hongos nematdfagos, rotacion de praderas, seleccion genética,
suplementacion estratégica y en los ultimos afios la utilizacion de plantas con efecto AH
(Sandoval-Castro et al., 2012).

Aun cuando se han realizado numerosos trabajos en relacion al efecto AH de las
plantas ricas en taninos condensados tanto en zonas de clima templado (Hoste et al., 2006),
como en clima tropical (Alonso-Diaz et al., 2010) también se han identificado y reportado

otros compuestos bioactivos con propiedades AH los cuales incluyen, catequinas, flavonoides,
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esteroides y polifenoles, enzimas (cisteina-proteasa) y alcaloides glucésidos. Sin embargo, aln
se necesita entender los mecanismos de accion de estos compuestos, ya que a pesar de que se
han demostrado propiedades AH, también en ocasiones se han identificado efectos negativos
en los animales, tales como la reduccion en la ingesta y ganancia diaria de peso. El uso
tradicional de las plantas se ha basado principalmente en la preparacion de extractos aplicados
como remedios con base en hierbas, sin embargo, una nueva opcion de explotar las plantas
como nutracéuticos esta siendo evaluado hoy en dia (Sandoval-Castro et al., 2012). Para ello,
tanto los efectos benéficos de las plantas como son la actividad AH y su valor nutricional, asi
como los posibles efectos negativos deben ser evaluados antes de proponer el empleo de
cualquier planta como parte de una estrategia para el control de los NGI (Hoste et al., 2015).

2.8. ¢ Qué es un nutracéutico y que es un fitoterapéutico?

2.8.1. Definicién de nutracéutico. El término nutracéutico fue acufiado desde 1989
por el Dr. Stephen DeFelice, Presidente de la Fundacion para la innovacion en Medicina,
quien lo defini6 como “Un alimento o parte de un alimento que proporciona beneficios
medicinales o saludables incluyendo la prevencién o el tratamiento de una enfermedad o
padecimiento”. El término nutracéutico resulta de la combinacion de las palabras nutricion y
farmacéutico (Kalra, 2003).

2.8.2. Definicion fitoterapéutica. Las drogas fitoterapéuticas son preparaciones de
plantas o extractos de plantas obtenidos a través de varios procesos fisicos y quimicos, y que
su administracion, por un periodo corto de tiempo y restringido tiene como objetivo “tratar

animales infectados” (Brunet et al., 2011; Hoste et al., 2012).

La Ciencia Veterinaria se enfoca mas en una subcategoria de nutracéutico que puede
ser definido como un alimento que combina valores nutricionales con efectos benéficos sobre
la salud animal y esta doble accion se sospecha que depende de la presencia de varios
metabolitos secundarios 0 compuestos bioactivos contenidos en las plantas, que pueden ser
usadas directamente como parte de la dieta de un animal o afiadiendo en forma concentrada

los extractos que contienen estos compuestos (Hoste et al., 2015).
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A diferencia de las drogas sintéticas, los complementos aditivos y las drogas herbales
los nutracéuticos se caracterizan por (Hoste et al., 2015):

1.- EI modo de administracion puede ser como una planta que contiene metabolitos
secundarios o afiadiendo metabolitos secundarios (extractos) al alimento.

2.- El modo de administracion depende del consumo voluntario del animal y se brinda
por un tiempo prolongado.

3.- La calidad de sus compuestos activos es muy variable y muy diverso, pero se puede
apoyar en analisis fitoquimicos para su identificacion.

4.- El modo de accién es todavia hipotético y se sospecha que pudiera existir
resistencia antihelmintica a ciertas moléculas.

5.- El objetivo de su administracion es la de prevenir o curar.

2.8.3. Identificacién de futuros potenciales candidatos a nutracéuticos. Los pasos a
seguir para el estudio de plantas con un potencial nutracéutico en estudios de parasitologia
veterinaria son (Hoste et al., 2015):

1) Demostrar su efecto AH in vitro.

2) Tener un perfil de macronutrientes elevado (altos niveles de proteina y energia; y bajos
niveles de lignina).

3) La calidad nutricional debe ser sometida a pruebas in vitro para evaluar la digestibilidad de
materia seca (MS) y la materia organica (MO).

4) Realizar pruebas de consumo y de preferencia, en caso de no ser consumida considerar otra
estrategia para ofrecer al animal.

5) Evaluar la digestibilidad de MS y MO in vivo.

6) Determinar el impacto sobre la salud y produccion animal.

7) Evaluar el efecto AH in vivo.
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2.8.4. Objetivo de administrar nutracéuticos en parasitologia. Los nutracéuticos se
utilizan como una fuente de alimentacion, pero la razon principal de su explotaciéon se
relaciona con el potencial efecto benéfico sobre la salud animal (Hoste et al., 2006). Una
diferencia clave entre las consecuencias de los farmacos AH comparados con los nutracéuticos
se relaciona con el hecho de que la administracion a corto plazo de un AH sintético tiene como
objetivo romper el ciclo de vida de los NGI mediante la eliminacién del 100% de la poblacion
dentro del hospedero. Por el contrario, para alcanzar niveles significativos en la eficiencia, la
administracion o distribucion de piensos con componentes bioactivos esta normalmente
previsto o programado para ofrecer a los animales unos pocos dias, con el objetivo principal
de prevenir infecciones graves. Los efectos esperados de los metabolitos secundarios de las
plantas contribuyen mas a la desaceleracion de la dinamica de la infeccion y en la reduccion
de la tasa de infeccion a niveles que permitan una productividad aceptable y mantener el
bienestar de los animales. EI mecanismo de accion se basa en alterar varios procesos
bioldgicos clave para la supervivencia del neméatodo (Hoste et al., 2012). El objetivo final de
la integracion de los nutracéuticos en el sistema de produccion es lograr un manejo sostenible
de la poblacién de NGI. Como consecuencia de la desaceleracién de la dinamica de infeccién
se esperaria una reduccion en la frecuencia de desparasitaciones y esto deberia ayudar a bajar
la presion de seleccion hacia AH sintéticos que favorece la aparicion de resistencia en las
poblaciones de parésitos (Hoste et al., 2012).

2.8.5. Plantas nutracéuticas en Yucatan. Los metabolitos secundarios con efectos
nutracéuticos mas estudiados son los taninos condensados, los cuales ademas de poseer
propiedades AH, se ha demostrado que a bajas concentraciones mejoran el rendimiento de los
animales atribuido a: 1) mejora de la eficiencia de la sintesis de proteina microbial y
modulacion de la fermentacion ruminal 2) reduccién de la degradacion de la proteina en el
rumen (al formar uniones tanino-proteinas) lo que lleva a un aumento en el flujo de
aminoacidos (esenciales) hacia el intestino delgado y aumento de la absorcion de aminoacidos
esenciales 3) prevencion del meteorismo y reduccion en la produccién de metano 4) efecto
citoprotector contra radicales libres (Makkar, 2003). Por otra parte, el consumo de altas

concentraciones de taninos condensados (> 7% de la MS) ha sido asociado con efectos
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negativos en rumiantes, incluyendo la reduccién del consumo voluntario, inhibicion del
crecimiento e interferencia con la morfologia y actividad proteolitica de la microflora del
rumen. La concentracion y estructura de los taninos condensados presentes en las diferentes
especies de plantas parece ser el mayor factor que modula la eficacia contra los nematodos. En
una vision general de los trabajos realizados in vivo en borregos y cabras, sugiere que con 30 a
40g de taninos condensado por kg de materia seca (3-4% de MS) es suficiente para observar
actividad antiparasitaria (Hoste et al., 2006). En el Cuadro 1 se muestran algunos ejemplos de

plantas nutracéuticas en Yucatan.

Cuadro 1. Plantas taniniferas de Yucatan propuestas como nutracéuticas para pequefios rumiantes.

Nombre comun Nombre cientifico Efecto AH Referencias
In vitro
Jabin Piscidia piscipula Inhibicion de la (Alonso-Diaz et al., 2008a,b)
Chimay Acacia pennatula motilidad (Hernandez-Ordufio et al., 2008)
Eclosion de huevos Vargas-Magafia et al., 2014
Eclosidon de huevos Chan-Pérez et al., 2016
In vivo
Tsalam Lysiloma latisiliqguum Reduccidn de (Martinez-Ortiz-de-Montellano., 2010)
Chukum Havardia albicans huevos en heces, (Méndez-Ortiz et al., 2012)
Reduccién en (Galicia-Aguilar et al., 2012)

tamafio de parasitos

2.9. Plantas de la familia de las Annonaceas

La peninsula de Yucatdn es una de las regiones con mayor presencia de huertos
familiares en America Latina y el mundo; ademas de su importancia de brindar seguridad
alimentaria y nutricion a lo largo del afio y como generador de ingresos también tienen una
gran biodiversidad y presencia de plantas medicinales (Mariaca-Méndez, 2012). El huerto
constituye un medio por el cual la poblacion de cada region se vale para curar a los animales
con los recursos disponibles sin necesidad de acudir a medicamentos de patente. Esta
informacidn pasa de generacion a generacion y se alimenta por experimentacion empirica de
tal manera que algunas plantas medicinales utilizadas para el ser humano se usan para los

animales (Mariaca-Méndez, 2012). En este contexto, se sabe que las anonéceas poseen
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propiedades benéficas para la salud humana y animal (Gajalakshimi et al., 2011). Las
anonaceas son una familia bien representada en la peninsula y comin dentro de los huertos
familiares (Flores et al., 2004). Son plantas apreciadas por sus frutos comestibles, asi como
por las propiedades insecticidas y medicinales de las semillas, hojas, corteza y raices. Ademas,
su madera sirve para la elaboracion de utensilios, artesanias, andamios y como lefia. Las
especies mas representativas de la region son: Annona squamosa (Saramuyo), A. muricata
(Guanabana) y A. reticulata (Anona) (Flores et al., 2004).

2.9.1. Contenido nutricional de las hojas de Annona muricata

Existen pocos estudios acerca del valor nutricional de las anonéaceas, entre ellas A.
muricata (guanabana). Se ha reportado un contenido elevado de grasa en la semilla y un valor
proteico intermedio en la hoja y semilla (Cuadro 2).

Cuadro 2.- Analisis proximal de diferentes partes del arbol Annona muricata

Hamedad Cenizas Extracto Etéreo Proteina Cruda
Hoja seca 9.87 7.17 2.94 13.92
Hoja fresca 62.64 1.85 0.70 5.63
Semilla 13.74 1.44 25.75 14.77
Pulpa 86.32 0.29 0.60 0.32

(Vitetal., 2014)

2.9.2. Usos medicinales. Se calcula que la planta A. muricata en Jamaica se encuentra en el
quinto lugar de las 50 plantas mas comunmente usadas en la medicina herbal, con una
frecuencia del 15% (Picking et al., 2011). Entre los usos medicinales en animales destacan la
molienda de la semilla de A. squamosa para su empleo como desparasitante en perros y la hoja
de A. reticulata se emplea como repelentes contra ectoparasitos colocandolas en los sitios
donde descansan las gallinas (Flores et al., 2004). En humanos se ha comprobado que los
diversos extractos de las anonaceas poseen propiedades tales como: antiviral, antimicrobiana,
anti-leishmania, anticancerigena (McLaughlin, 2008), regeneracion celular, antidiabética,
antioxidante, hepatoprotector, insecticida, pesticida y antihelmintica (Gajalakshimi et al.,
2011; Pandey y Barve, 2011; Kant y Ahmad, 2012; Moghadamtousi et al., 2015). El efecto
AH en humanos ha sido reportado por varios investigadores (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Lugares con reportes del uso de partes de Annona muricata como antiparasitario en humanos

Lugar Parte Método Uso Actua sobre Autor

India Hojas Polvo Parasitos Vermes Badrie y Schaus,
(2010).

Semillas Aceite Insecticida Piojos, Badrie y Schaus,
chinches, sarna (2010).

Jamaica Fruto Jugo Parasitos Badrie y Schaus,
Haiti (2010).

Brasil Fruta Pulpa o jugo Vermifugo Badrie y Schaus,
antihelmintico (2010).

Panama Semilla Triturada Vermifugo Ross (2005)
Planta Coccion Antihelmintico

2.9.3.Estudios in vitro del efecto antihelmintico de las Anonaceas. En lo que
respecta al uso de las anondceas como AH en rumiantes, se han evaluado diversas partes de
estas plantas y sus extractos, basando los estudios principalmente en informacion
etnoveterinaria:

1) En Brasil se han utilizado las semillas de A. squamosa de las cuales se obtuvo
extractos etil-acetato, y un compuesto que se aislo de las semillas llamado acetogeninal que
fueron aplicados in vitro para la evaluacion de su efecto en la eclosion de huevos de H.
contortus, encontrando para el extracto etil-acetato y el compuesto acetogeninal una
inhibicidn de mas del 99% a concentraciones de 5 a 25 mg/mL (Souza et al., 2008).

2) En Pakistan se evalud los extractos etil-acetato, acetonico y metandlico, de la
corteza de A. squamosa sobre la eclosion de huevos de H. contortus y se obtuvo una inhibicién
de 94 £ 1.97, 91 + 1.58 y 100+0% respectivamente a 25 mg/ml demostrando la actividad
ovicida y larvicida de esta planta (Kamaraj et al., 2011).

3) Ferreira et al., (2013) demostraron que el extracto acuoso de las hojas de A.
muricata al 50, 25, 12.5 y 6.25% de concentracion inhibian el desenvaine larval de H.
contortus en 84.9, 79.1, 66.9 y 47.42% respectivamente. Los autores también evaluaron el
efecto sobre la motilidad de la larva infectante L3 a las mismas concentraciones y obtuvo
porcentajes en la reduccién de la motilidad en 83.29, 89.08, 74.62 y 30.47% indicando una

actividad significativa de A. muricata sobre la larva infectante de este parasito. El andlisis
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fitoquimico del extracto acuoso de las hojas de A. muricata no revel6 ningln tipo de
acetogenina o alcaloide, pero si estuvieron presentes compuestos polifendlicos.

4) En Yucatan, México se probaron in vitro los extractos acetona:agua y metandlicos
de las hojas de A. squamosa, A. muricata y A. reticulata donde se determind que a
concentraciones muy bajas de estos extractos (150 pg/mL) se lograban efectos AH sobre el
desenvaine larval y la eclosion de huevos de H. contortus. Sin embargo, no se aislé ninguna

clase de acetogenina (Castafieda-Ramirez, 2014).

2.9.4. Estudios in vivo del efecto antihelmintico de las Anonéceas.

1) En Nairobi Kenia se estudio el efecto antihelmintico del extracto acuoso de A.
squamosa en borregos, a una dosis de 1000 mg/kg de peso total. Comparado con el grupo
control, no se observaron diferencias significativas en el conteo de huevos por gramo de heces,
el conteo total de carga parasitaria al sacrificio y tampoco en el aumento de peso (Githiori,
2004).

2) En India se reportd que la utilizacion, en cabras, de 100 mg/kg de extracto de A.
squamosa posee efecto AH al reducir la cantidad de huevos por gramo de heces de H.
contortus, aunado a que no se encontrd alteracion alguna en las pruebas hematoldgicas y
bioguimicas del animal (Mahour et al., 2007).

3) La regiébn de Myanmar Burma, Dain y Win, (2006) empleando bloques
multinutricionales de urea-melaza adicionados con plantas con efecto AH, han evaluado
plantas anonéceas de la region para probar su eficacia en la reduccion de excrecion de huevos
en vacas novillas. Entre las plantas evaluadas se encuentran Momordica charantia, A.
squamosa y A. comosus obteniendo para A. squamosa reducciones del 50 al 87.9%.

4) En Veracruz, México se prob6 la administracion de 10 ml y 15 ml de un extracto
acuoso preparado de 93.5 gramos de semilla molida de A. muricata disuelta y hervida en 1,875
ml de agua con dosificacion cada 19 dias en ovinos con infeccion natural encontrandose una

reduccion parasitaria a los 19 dias (Cabrera et al., 2014).
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2.10. Toxicidad de las Annonaceas

2.10.1. Toxicidad aguda, subaguda y cronica en ratones.

Estudios realizados con ratones evaluaron la toxicidad de un extracto acuoso de las
hojas de A. muricata por via oral a diferentes concentraciones con el objetivo de investigar su
aplicacion en humanos. No obstante, estos trabajos pueden servir como referentes para evaluar

el efecto potencial en animales domesticos.

. Toxicidad Aguda. Para la primera prueba de toxicidad aguda se utilizaron 25
ratones (albino suizo de 20-25¢g de peso) que recibieron una dosis de 0.3 ml de agua destilada
y 100, 1000, 2500, 5000 mg/kg de extracto acuoso. Los resultados reportan que para la prueba
aguda con una duracién de 7 dias no se observaron signos clinicos para ninguno de los
tratamientos y tampoco se observd cambios en las heces, orina y ojos. Ningn animal murio
durante el experimento, por lo que se estima una dosis letal (LD) mayor de 5000mg/kg por via
oral.

. Toxicidad subaguda. En la segunda prueba de toxicidad subcronica se
emplearon 20 ratones que recibieron 0.3 ml agua destilada y 100, 1000 y 2500 mg/kg de
extracto acuoso durante 14 dias. Nuevamente no se reportd ningln caso de mortalidad para los
tratamientos, sin embargo, si se observaron pérdidas de peso en los animales que recibieron
1000mg/kg en los dias 12 y 14 y para el grupo que recibié 2500mg/kg a partir del dia 10,
como resultado de pérdida del apetito, disminucion de la conversion alimenticia y por lo tanto
disminucion de peso. Y por otro lado a dosis de 100 mg/kg produjo ganancias diarias de peso.
Al finalizar el estudio se sacrifico a los animales y se encontré un incremento en el tamafio del
utero, por lo que se recomendd tener precauciones en el uso de A. muricata durante la
gestacion (Arthur et al., 2011). En los parametros hematoldgicos se encontré un incremento
en los linfocitos y disminucién de la glucosa (a partir de 1000mg/kg), y una disminucién del
colesterol de baja densidad (colesterol dafino para la salud) a partir de 100 mg/kg, lo que le
confiere propiedades a la planta como un estimulante del sistema inmune, antidiabética e
hipolipidémica. Por otra parte, un aspecto negativo fue el hallazgo de un incremento de

creatinina a partir de 2500mg/kg, este incremento sugiere dafio renal a nivel del mecanismo de
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filtracion. No se afectaron los pardmetros relacionados con las enzimas ALT, AST, ALP, urea.
Debido a las reducciones en los niveles de colesterol y triglicéridos se considerd un agente
hipolipidémico (Arthur et al., 2011).

o Toxicidad cronica. El extracto etanolico de las hojas de A. muricata tiene el
potencial de causar dafio renal cuando se dosifica por tiempo prolongado. El extracto etandlico
en suero salino genera dafio renal si se administra por 40 dias (dosis de 10, 20 y 40mg/kg). Los
efectos incluyen incremento de creatinina en suero y dafio en la estructura tubular, que

conduciria a una falla renal (Dayeef et al., 2013).

2.11. Compuestos secundarios en las hojas de A. muricata

2.11.1 Analisis fitoquimico de las hojas de A.muricata

Se ha determinado compuestos secundarios en las diversas fracciones de A. muricata
(hoja, semilla, pulpa) empleando diversas metodologias, encontrando la presencia de diversos
compuestos en funcion de la metodologia (técnica analitica), fraccién de la planta 0 método de

extraccion empleado (Cuadros 4, 5).

Cuadro 4. Contenido de polifenoles y flavonoides en extractos etanélicos y metandélicos de la hoja, semilla'y

pulpa de A. muricata.

Extracto Flavonoides Polifenoles
mg EQ/100g Mg EGA/100g
Hoja fresca Etandlico 337.4 629
Hoja fresca Metandlico 250 549
Hoja seca Etandlico 245 766
Hoja seca Metandlico 97.3 375
Pulpa Etandlico 574 941
Pulpa Metandlico 480 624
Semilla Etandlico 309 451
Semilla Metandlico 159.8 280

EQ= Equivalente de Quercetina EGA= Equivalente de &cido galico (Vit et al., 2014).
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Cuadro 5. Andlisis fitoquimico de hojas de A. muricata.

Metabolitos Extracto etandlico Extracto acuoso
(Vimala et al, 2012) (Arthur et al, 2011).

Reductores de azlcar + n.d.
Antraquinonas + n.d.
Flavonoides + +
Terpenoides + n.d.
Saponinas - +++
Taninos + +++
Alcaloides +++ -
Glicosidos + +++

n.d., No determinado

2.11.2. Flavonoides. Entre los metabolitos secundarios los flavonoides han despertado
un importante interés en su estudio debido a su amplio rango de actividad bioldgica, en
particular a sus propiedades antimicrobianas. Estos son clasificados como compuestos
polifendlicos y se cree que tienen efectos directos sobre los metanégenos y que son una
alternativa para suprimir la produccion de gas metano. Los flavonoides estdn presentes
generalmente en forma de glicésidos con la aglicona ligado a una mitad de una azdcar variable
por un enlace B -glucosidico. La presencia de este resto de azlcar reduce la bioactividad del
flavonoide. Por lo tanto, la eliminacion de resto de azlucar no solo mejora las propiedades
funcionales de flavonoide sino que también mejora la biodisponibilidad en el tracto
gastrointestinal. Un estudio reciente mostr6 que los microbios del rumen mejoran la
biodisponibilidad de flavonoide rutina (quercetina - 3 -O - rutindsido) por la degradacion del
enlace glicosidico. Esta degradacion resultd en libracion de quercetina. A continuacion, se
menciona algunas de las conclusiones de los efectos de los flavonoides (myricetina,
kaempferol, flavona > quercetina, naringina, rutina y catequina) en la fermentacion ruminal:
La digestibilidad in vitro puede ser reducida entre un 7.6-5.4% en presencia de todos los
flavonoides excepto, quercetina y naringina. La produccion de gas puede ser reducido en un
23 y 16% para flavona y myricetina respectivamentes mientras que los otros mejoran la
produccién de gas. La actividad inhibitoria sobre la metanogenesis puede ser categorizada en
orden descendiente de esta manera myricetina > kaempferol > flavona > quercetina >
naringina > rutina > catequina. En general la disminucion de la digestibilidad de la materia

seca, produccion de gas y metano debido a la adicion de flavonoides podria ser atribuido a la
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accion antimicrobiana que poseen. Sin embargo, se diferencian en su accién sobre la
poblacion de microorganismo del rumen por ejemplo: la adicion de flavona, myrecitina,
catequina, rutina y kaempferol significativamente reducen la poblacion de todos los
micoorganismos del rumen, reducen las actividades de las enzimas carboximetil celulasa, fibra
paperasa, xilanasa y B-glucosidasa, contenido de purinas y la eficiencia de sintesis de proteina
microbial. Por otra parte la naringina y la quercetina poseen efectos deseables ya que afectan
Unicamente a los protozoarios del rumen y a la poblacion metanogénica sin afectar a las
bacterias celuloliticas. Estos efectos se logran cuando se usan a una concentracion del 4.5%
(w/w) del sustrato en base seca. Ademas de no afectar la digestibilidad de la materia seca
(Oskoueian et al., 2013).

2.11.3. Glucosidos. Sonla union éster entre un compuesto organico o toxina (la
aglucona) y un azlcar. Los glucdsidos son amargos, sin color y no cristalinos. Estan muy
difundidos; muchos no son téxicos. El glicosidoranunculina al hidrolizarse da lugar a una
lactona conocida con el nombre de protoanemonina: un aceite amarillo volatil considerado un
potente agente vesicante (que produce ampollas) y que, por lo tanto, tiene un efecto irritante
sobre la piel y las mucosas. Los glucésidos cianogenicosal hidrolizarse liberan un azlcar y
acido cianhidrico. La accién toxica del &cido cianhidrico se produce al reaccionar con el hierro
trivalente de la citocromooxidasa en las mitocondrias, impidiendo la fijacion de oxigeno en las
células del torrente sanguineo, inhibiendo la respiracién celular en los tejidos (sobre todo en
los tejidos con alta oxidacién metabolica como el SNC y el musculo cardiaco). Entre los
sintomas mas caracteristicos en las personas y animales intoxicados estan la salivacion, los
vomitos, dolores abdominales, diarreas, respiracion acelerada que cambia a disnea,
taquicardia, excitaciébn y posterior postracion, paralisis de los miembros, temblor,
convulsiones, coma y muerte. Otro tipo los glucosidos cardiacos. - poseen actividad
cardiotonica (indicados en insuficiencia cardiaca congestiva, taquicardias supraventriculares y
fibrilacion auricular). La geninaesteroidica tiene un anillo lactonico no saturado pentaciclico
(cardendlidos) o hexaciclico (bufadiendlidos). Los signos de intoxicacién (cardiacos y
gastricos, con diarrea y gastroenteritis) aparecen a las 4-12 horas de la ingestion de la planta y

la muerte puede presentarse entre las 12-24 horas (Villar y Ortiz, 2006).
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2.11.4. Saponinas. Son heterosidos de esteroles (sapondsidos esteroidicos) o de
triterpenos (sapondsidos triterpénicos). Tienen accion hemolitica, al interaccionar con el
colesterol de la membrana de los eritrocitos. En dosis altas causan irritacion de la mucosa
bucofaringea y digestiva, dolor abdominal, vomitos, diarrea, gastroenteritis, disminucion en el
consumo de alimento debido al sabor amargo y la irritacion de la mucosa oral, incremento de
temperatura, incoordinacion de movimientos y pérdida de sensibilidad; por su accion de
estupefaciente, ocasiona decaimiento, somnolencia, paralisis con disnea y taquicardia (Villar y
Ortiz, 2006; Diaz Gonzalo, 2010;).

El mecanismo de accion de las saponinas consiste en su poder anti - ATPasa merced
perturbando el transporte de sodio a traves de ella (descompensacion ionica); el estimulo
nervioso queda paralizado manifestandose una paralisis de las células musculares y causando
la muerte del animal por asfixia. Otro efecto de las saponinas es que irritan el tracto
gastrointestinal, incrementando la permeabilidad de las células del epitelio permitiendo su
entrada en el torrente circulatorio lo que permite actuar su accion hemolitica. Reducen la
absorcion del colesterol (al interaccionar con los acidos biliares), disminuyen la funcionalidad
intestinal e influyen en la digestion y absorcion de distintos componentes de la dieta (Villar y
Ortiz, 2006).

En un experimento se evaluaron tres niveles de saponinas (0, 0.2, 0.4 mg/ml) sobre la
produccién de gas in vitro, fermentacion ruminal y emisiones de gas metano en liquido
ruminal faunado y defaunado. Comparado con el control la adicion de saponinas redujo la
produccion de gas en 24 horas en el rumen faunado y no tuvo ningun efecto sobre el liquido
ruminal defaunado. En el liquido ruminal faunado la adicién de 0.2 y 0.4 mg/ml redujeron las
emisiones de gas metano en un 12.7% y 14.0% respectivamente, al mismo tiempo que se
redujeron los conteos de protozoarios demostrando la asociacién de este efecto con el
descenso de la produccion de gas. Un posible mecanismo por el cual ejercen su efecto sobre
los protozoarios es porque producen cambios en la permeabilidad de la membrana celular (Hu
et al., 2005).
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2.11.5. Alcaloides. Los alcaloides son compuestos organicos basicos que forman sales
con los acidos. Son insolubles o poco solubles en agua. Contienen nitrégeno, normalmente en
una estructura heterociclica o aromatica y se clasifican basandose en ese tipo de anillo. Se
conocen miles de alcaloides, aunque muchos no son téxicos. Los méas tdxicos se caracterizan
por tener sabor amargo, un factor importante para prevenir la ingestion de la planta. Alcaloides
de la piridina. De unos 20 alcaloides estudiados, la nicotina y lobelina son los mas conocidos,
y la estimulacion ganglionica inicial que provocan suele ir seguida por una desensibilizacién
continuada de los receptores y falta de transmision nerviosa. Alcaloides de la quinolizidina. Se
han identificado més de 150 alcaloides quinolizidinicos en la familia de las leguminosas. Tres
sindromes distintos que se atribuyen a estos alcaloides son: teratogénesis, miopatias y
encefalopatias agudas. Alcaloides de la indolizidina. Desde el punto de vista tdxico, el
principal alcaloide indolizidinico es la swainsonina (Villar y Ortiz, 2006).

Se ha demostrado que el extracto cloroférmico rico en alcaloides de la planta Prosopis
juliflora posee efectos antibacterianos contra bacterias Gram-positivas como Micrococcus
luteus (concentracion minima inhibitoria “CMI” = 25 ug/ml), Staphylococcus aureus (CMI =
50 pg/ml) y Streptococcus mutans (CMI = 50 pg/ml). Este efecto se evalué mediante la
técnica de produccion de gas in vitro, para conocer su influencia sobre la digestién ruminal,
utilizando la monensina como control positivo. Los resultados mostraron que el extracto
disminuia la produccién de gas de manera tan eficiente como la monensina después de 36
horas de fermentacion, revelando la influencia que podria tener el extracto rico en alcaloides
como un aditivo del alimento para disminuir la produccion de gas durante la digestion ruminal
(Dos Santos et al., 2013).

2.11.6. Acetogeninas. Se ha reportado el aislamiento de una cantidad diversa de
acetogeninas, contenidas en las hojas de las anonaceas a los que se les atribuye efecto
anticancerigeno (en humanos), y también como pesticidas naturales y antihelminticos. El
mecanismo de accion de estas moléculas se basa en que son potentes inhibidores del complejo
I mitocondrial y de la produccion de ATP. La inhibicién de la produccion de ATP a nivel
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aerobico (oxidativo) y a nivel de fosforilacion anaerébica, produce la muerte celular, apoptosis
(McLaughlin, 2008; Moghadamtousi et al., 2015).

Los primeros estudios relacionados con el mecanismo de accion de las acetogeninas,
surgieron de estudios con insectos que presentaban letargia e inmovilidad previa a la muerte.
Los insectos presentaban niveles bajos de ATP, efectos similares causados a la antimicina A,
un conocido inhibidor del sistema de transporte de electrones a nivel mitocondrial. Se
probaron enzimas mitocondriales y se encontrd que las acetogeninas son 2.5 a 5 veces mas
potentes que la rotenona en inhibir el complejo I (NADH: ubiquinona-oxidoreductasa)
mitocondrial (McLaughlin, 2008).

En experimentos de consumo utilizando ratones, estos toleraron el extracto de Asimina
triloba (Annonacea Papaya mezclado en su dieta al 1%, esta dieta fue consumida durante 4
dias sin presentacion de ningun efecto letal. Sin embargo, a nivel de 5% o mayores, sucumbian
después 3 dias, mostrando como Unico signo letargia. La inyeccion de 185 pg/Kg de PV a
cerdos tiene un efecto emético, siendo la primera prueba de que las acetogeninas son el
principio emético de la fruta A.triloba, prueba de que el consumo excesivo de esta fruta causa
nausea y vomito (McLaughlin, 2008). En 1999 en un estudio se discutio la posible relacion
entre el consumo de estas frutas tropicales con la incidencia del Parkinson atipico en las Islas
Francesas del Oeste. Ademas, la etiologia de la enfermedad neurodegenerativa en las Islas de
Guadalupe reveld una correlacion cercana entre el consumo de acetogeninas y la enfermedad
endémica. Por lo tanto, se sugiere que algunas acetogeninas son neurotoxinas responsables del
trastorno neurodegenerativo. Un reciente estudio mostrd que la fruta de A. muricata contiene
una acetogenina Illamada annonacina a la cual se le atribuye el mayor riesgo como potencial
factor neurodegenerativo demostrado en pruebas con transfusiones intravenosas en ratones
(Moghadamtousi et al., 2015). Extractos de annonaceas (A. triloba) fueron evaluados en un
test de mutagenicidad (test Ames) y los resultados fueron negativos en 9 de 10, resultando
ligeramente positivo en un 2.5% (en una histidina mutante de Salmonella typhimurium
posterior a la activacion de la enzima del extracto). Estos resultados se confirmaron usando las
acetogeninas puras: squamocina (contenida en A. squamosa) y annonacina (contenida en A.
muricata), ninguna resultd mutagénica en 3 cepas de S. typhimurium, sin embargo, ambas

fueron toxicas a la bacteria (McLaughlin, 2008).
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2.11.7. Swainsonina. La A. muricata también produce imino azucares que incluyen al
alcaloide neurotdxico Swainsonina, el cual es una potente manosidasa que causa
neurotoxicidad ya que actda como inhibidor de la alfa-manosidasa lisosomal. En el pasado
esta sustancia se aislé de un producto medicinal comercial a base de A. muricata a una
concentracion muy baja (0.0004% base seca), pero se estima que concentraciones de 0.001%
en la dieta puede causar desordenes neurolégicos en los animales de produccion. Su mayor
concentracion se encuentra en la fruta y en las semillas. Su concentracion y presencia
dependera de diversos factores como la variedad de la planta, condiciones de crecimiento,
tiempo de cosecha, métodos de obtencion, entre otros (Mohanty et al., 2008).

El alcaloide quinolizidina swainsonina fue descubierto por primera vez en la planta
Swainsona canescens en Australia, y posteriormente fue hallado en las hierbas locas
(locoweed) en el oeste de Estados Unidos, que son causantes del sindrome de envenenamiento
Ilamado locoismo. Algunas especies como Astragalus y Oxytropis contienen esta sustancia,
producida por un endofito Undifilum oxytropis. La swainsonina inhibe enzimas esenciales
como a-manosidasa y manosidasa Il, que se encuentran en los lisosomas y participan en el
metabolismo de las glicoproteinas, por lo tanto, se interrumpe el proceso de formacion de estas
moléculas, alterando la sintesis y funcién de hormonas, enzimas, y receptores, en general
todos los sistemas del cuerpo se ven adversamente afectados. Los signos clinicos solo se
desarrollan después de varias semanas de ser ingeridas estas plantas. Cuando el ganado inicia
su consumo, no se observa ningun signo hasta los 14 dias que comienzan a evitar moverse,
pierden el apetito, y presentan tremores visibles cuando se mueven. Si continua el
envenenamiento los animales se deterioran, pierden mucho peso, tienen deficits
propioceptivos, se ponen nerviosos, desarrollan problemas cardiovasculares, ascitis y mueren.
Otros signos que se han descrito son: baja conversiéon alimenticia, abortos, reduccion de la
fertilidad en ambos sexos, perturbaciones neuroldgicas que van desde la extrema depresion
hasta la agresion, se compromete el sistema inmune aumentando la probabilidad de enfermar,
se presenta la péerdida de la habilidad para comer o beber agua y eventual inanicion, la madre
puede transmitir la sustancia a través de la leche afectando a los neonatos. Se ha realizado
estudios alimentando a ovejas con 0.2 mg/Kg de swainsonina durante 30 dias, desarrollando

los signos de envenenamiento. A dosis mas altas (8 mg /kg /dia swainsonina), cabras gestantes
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mostraron signos de intoxicacion en 9 dias, incluyendo parélisis del tren posterior y déficit de
propiocepcion, indicando que las cabras podrian ser altamente sensibles a la toxicidad por
swainsonina. Ademas de que la mayoria de los animales abortaron o murieron antes de
concluir el estudio (Ralphs y Stegelmeier, 2011).

La swainsonina se ha encontrado también en plantas como Ipomea perteneciente a las
convolvulaceas conocidas como campanitas (Africa y América Tropical) las cuales son
enredaderas herbaceas. Algunos mencionan que la planta es toxica para los animales
herbivoros siendo mas susceptible la especie caprina, ovina y bovina; principalmente los
animales mas jovenes. En caprinos se presenta necrosis de neuronas, desaparicion del
contorno celular, modificaciones tumefactantes del nucleo u nucléolo y satelitismo patolégico.
Todo el cuadro se comprobd histologicamente en células de la sustancia gris del cerebro,
médula y células de Purkinje del cerebelo. Los signos clinicos observados a 30 dias fueron
Ataxia, incoordinacion, temblores musculares, movimientos laterales de cabeza (Rodriguez et
al 2005).

Al consumir Ipomea fistulosa durante 4 semanas también se observé un incremento de
AST y ALP y en los estudios de histopatologia se observd congestion hepatica, acumulo de
glébulos rojos en vasos sanguineos, colestasis en el 50% de los animales, ensanchamiento de
los conductos biliares en la regién periportal, hiperplasia de conductos biliares, tumefaccién de
hepatocitos, necrosis centrolubillar de hepatocitos, necrosis grasa periportal. Entre los signos
clinicos observados se pudieron hallar pérdida del apetito, reduccién de la motilidad ruminal e
intestinal (Rios et al., 2007).

29



2.12. Toxicidad

La toxicidad es el grado o nivel en el que una sustancia, toxina o veneno puede herir a
los animales. La toxicidad se puede referir al efecto causado a nivel celular (citotoxicidad), en
un organo (renal o hepético) o en todo el organismo, esto explica porque muchos cientificos
usan diferentes procedimientos para medir la toxicidad y proveer un estimado de cuanto de
una sustancia puede causar un tipo de dafio. Todas las sustancias son potencialmente toxicas
dependiendo de su cantidad. Incluso muchas sustancias terapéuticas pueden ser toxicamente
agudas, pero que son beneficiosas cuando se usan a un nivel apropiado, por ejemplo, como la
vitamina C. Es por esto que la determinacion de la toxicidad se enfoca principalmente en
descubrir el tipo y el grado de dafio que se ocasiona al organismo en diferentes cantidades
(Bhardwaj, 2012).

Muchas de las reacciones toxicas que son causadas por nuevos quimicos se pueden
detectar mediante test toxicoldgicos de rutina. La experiencia ha demostrado que la
predictibilidad de reacciones toxicas es mejor en experimentos de dosis dependientes. Este
tipo de test se aplica de manera rutinaria en experimentos de toxicologia que se aplican sobre
todo para cada nueva droga desarrollada, descubierta y/o desconocida. Los efectos de una
toxicidad pueden ocurrir a corto plazo (efecto agudo — dosis Unica — 24 horas) o posterior a
repetidas exposiciones por un periodo largo como el subagudo (dosis diaria - de 14 a 28 dias),
subcrénico (dosis diaria — méas de 90 dias), cronico (dosis diaria- mas de 1 afio). Previo a un
test de toxicidad se recomienda considerar lo siguiente: identificar la estructura quimica de la
sustancia, sus propiedades fisico-quimicas, resultados de otros estudios in vitro o in vivo, datos
toxicologicos de estructuras relacionadas o similares a esta sustancia, conocer si hubo un uso

anticipado de la sustancia (Bhardwaj, 2012).

2.12.1. El método de dosis fija. Un grupo de animales recibe dosis crecientes fijas de
una sustancia. La dosis inicial se selecciona en base a un estudio de observacion, donde se
espera que cause signos de toxicidad, sin causar severos efectos toxicos o mortalidad. Los

grupos de animales reciben las diferentes dosis y de manera repetida en el tiempo, este proceso
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se detiene cuando:1) se logra ocasionar una evidente toxicidad 2) un animal muere 3) los
efectos no son vistos a las dosis més altas o 4) las muertes ocurren a las dosis mas bajas
(Bhardwaj, 2012).

Tras la administracion de la dosis, el animal es observado por lo menos los primeros 30
minutos, y periédicamente las primeras 24 horas (con especial atencion las primeras 4 horas
posterior a su consumo) y después, diariamente por un total de 14 dias, excepto cuando se
necesite retirar del estudio o se requiera su sacrificio por razones de bienestar animal. Los
signos clinicos deben ser registrados individualmente, por ejemplo: salivacion, convulsiones,
espasmos musculares, letargia, etc. Asi como el tiempo de su aparicion y desaparicion. Los
animales que llegaran a presentar condiciones de dolor severo, moribundos o signos que
causan un estrés severo estos deben ser sacrificados siguiendo los lineamientos para una
eutanasia correcta. También deben registrarse los pesos y su ganancia o pérdida durante la
prueba. ElI consumo de los animales (comida y en ocasiones hasta el agua), valores de
hematologia, clinica bioquimica y patologia incluyendo histopatologia. El estudio ayuda a
obtener informacidn sobre los mayores efectos tdxicos, sobre que 6rganos podria actuar y la
posibilidad de detectar un efecto toxico acumulativo (Bhardwaj, 2012). En los estudios
toxicologicos se puede hacer uso de una gran variedad de estudios bioquimicos para evaluar
un amplio rango de funciones fisiologicas y metabdlicas, la identificacién de 6rganos blanco,
evaluacion de la persistencia y severidad del tejido dafiado (Evans, 2005)

2.12.2. Biometria Hematica. Es una evaluacién béasica de la sangre que incluye los
estudios recuento de eritrocitos, de hemoglobina (Hb), hematocrito (Ht), recuento y formulas
leucocitarias, y de plaquetas, asi como forma y estructura plaquetarias. Las indicaciones de un
hemograma completo comprenden la deteccion de anemias, leucemias, infeccion, inflamacion
y reacciones adversas a farmacos La biometria hematica completa (BHC) es una prueba de
deteccidn bésica y constituye la técnica del laboratorio que se pide con mas frecuencia. Los
datos que se proporcionan constituyen informacion diagnostica muy valiosa sobre el sistema
hematoldgico y otras partes del cuerpo, ayudan en el prondstico, sirve para monitorear la
respuesta al tratamiento y la recuperacion del paciente (Mendoza-Gonzélez et al., 2010).
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2.12.3. Alanina aminotransferasa (ALT). La mayoria de las drogas que se toman por
via oral son absorbidas y transportadas rapidamente hacia el higado. Esto enfatiza la
importancia de la funcién del higado en el metabolismo y destoxificacion, y al mismo tiempo
es vulnerable a los quimicos o sustancias que se ingieran. La mayoria de los test que se
utilizan para investigar el dafio hepatico en animales se derivan de la medicina clinica en
humanos. La ALT es una enzima que se encuentra en mayor proporcion en el higado, dentro
del citoplasma de las células hepaticas, pero también se halla en los glébulos rojos, miocardio,
masa muscular, pancreas y rifion. También es llamada transaminasa glutamico piravica
(T.G.P), esta cataliza la transferencia reversible de un grupo amino (alanina) hacia el alfa-
cetoglutarato con formaciéon de glutamato y piruvato. La ALT esta involucrada en el
metabolismo del nitrégeno, aminoacidos y gluconeogénesis. Su mayor rol en el higado es el de
transformar alanina en glucosa para luego ser transportada y utilizada en multiples
procesos.Esta enzima es de suma importancia en el diagnostico de enfermedades hepaticas,
cuando algun érgano sufre algin dafio como el higado o corazén, se incrementan los niveles
de ALT en el torrente sanguineo, y este incremento es proporcional a la lesion. Uno de los

métodos mas utilizados es el analisis colorimétrico (Xing-Jiu et al., 2006).

2.12.4. Creatinina. La creatinina es un producto final del metabolismo muscular. Se
origina a partir de la creatina por pérdida de una molécula de agua. A su vez, la creatina es un
acido organico nitrogenado que ayuda a suplir energia al musculo. Se produce por hidrolisis
del fosfato de creatina, por accion de la creatin-fosfo-kinasa (CPK), apareciendo como
metabolitos de dicha reaccion el fosfato energéetico y la creatina. El radical fosfato puede
aportar energia directamente por dicha reaccion o a través de su acoplamiento a una molécula
de ADP para formar ATP y posterior hidrolisis por accion de ATPasa. La eliminacion de
creatinina en el cuerpo tiene lugar casi exclusivamente a través de la filtracién glomerular,
siendo un importante indice del funcionalismo renal. A diferencia de la urea, la eliminacion de
creatinina por la orina no viene afectada por la diuresis, es muy constante su eliminacion diaria
con casi independencia de la dieta alimenticia, siendo la masa muscular el factor
condicionante mas directo de su excrecién total por dia. En resumen, podemos decir que la

eliminacién de creatinina en un intervalo de 24 horas es un valor constante, dependiente
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principalmente de la masa muscular del individuo, y que por otro lado el célculo del
aclaramiento de la creatinina sera un pardmetro directo del funcionalismo renal. La creatinina
es eliminada por filtracion glomerular a traves del rifidn y excretada en la orina sin reabsorcion
tubular. En una falla renal la habilidad del rifion para filtrar la creatinina se ve disminuida
provocando un incremento en el suero sanguineo. Es por esta razon que la creatinina en suero
se usa como un indicador de la funcion renal. Uno de los métodos més utilizados es el anélisis

colorimétrico (Evans, 2005).

De la revision de literatura se puede concluir de manera general que existe evidencia de
un potencial valor nutracéutico de las anonaceas, ya que presentan una composicién quimico-
nutricional aceptable y existe evidencia de efectos farmacoldgicos positivos. Sin embargo,
también se ha reportado que estas plantas contienen compuestos secundarios que podrian
causar toxicidad (efectos farmacoldgicos negativos). Por lo tanto, es necesario evaluar de
manera integral (in vivo e in vitro) cualquier anondcea que se desee proponer como

nutracéutico.
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3. OBJETIVOS GENERAL

Evaluar la calidad nutricional de las hojas secas de A. muricata en condiciones in vitro

y en condiciones in vivo utilizando caprinos en crecimiento.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Describir el contenido bromatoldgico de las hojas secas de Annona muricata y el
efecto de diferentes niveles de inclusion sobre la digestibilidad in vitro de la materia seca y la

cinética de la fermentacion utilizando la prueba de produccion de gas in vitro

Determinar el efecto de adicionar PEG a diferentes niveles de inclusion de hojas secas

de Annona muricata para confirmar el efecto de los taninos sobre la digestibilidad in vitro.

Describir el consumo voluntario, la digestibilidad aparente de la materia seca y el
balance de nitrégeno en caprinos alimentados con diferentes niveles de inclusion de hojas

secas de A. muricata.
Identificar la existencia de algun efecto téxico agudo y subagudo ocasionado por el

consumo de A. muricata incluyendo signos clinicos e indicadores clinicos como biometria

hematica e indicadores hepaticos (alanina aminotransferasa) y renales (creatinina).
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4. HIPOTESIS:

La inclusion de hojas secas de Annona muricata al 30%, 20% y 10% de inclusion no
afectan la cinética de la fermentacion y la digestibilidad de la materia seca in vitro y la adicién
de un 10% de PEG no mejora la digestibilidad in vitro en los diferentes tratamientos con A.
muricata.

La inclusion de hojas secas de A. muricata al 10, 5 y 2.5% en una dieta a base de
alimento balanceado puede ser consumida por los caprinos sin afectar la digestibilidad
aparente de la dieta ofrecida y sin afectar el balance nitrogeno. Ademas, no genera signos
compatibles con toxicidad incluyendo signos clinicos nerviosos, digestivos o manifestaciones

clinicas en la biometria hematica, la alanina aminotransferasa o la creatinina.
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RESUMEN

El objetivo fue describir y evaluar la calidad nutricional de las hojas secas de A. muricata en
condiciones in vitro y en condiciones in vivo usando caprinos en crecimiento siguiendo la
metodologia propuesta para la confirmacion de plantas con potencial nutracéutico bajo el
contexto de aplicacion a futuro en parasitologia veterinaria. El estudio in vitro consistio en dos
pruebas a) PGIV y b) DIVMS y DIVMO, con y sin polietilenglicol (PEG) ambas utilizaron un
modelo de mezclas simple a 48 h. El estudio in vivo midié consumo voluntario, digestibilidad
y balance de nitrégeno de diferentes niveles de inclusion de harina de A. muricata en
22caprinos divididos en 4 grupos: Control 0% (n=5), T2 (2.5%n=6), T3 (5% n=6) y T4
(10%n=5). Se midieron valores de biometria hematica, alanina aminotransferasa (ALT) y
creatinina. Los resultados de la PGIV y DIVMS mostraron diferencias entre los sustratos
simples (p<0.05). No hubo efecto de la adicion de PEG (p>0.05).El T4 se elimind (rechazo del
alimento y presentacion de diarrea). EI T3 tuvo menor consumo en g de MS y en g por PM, la
menor ganancia de peso diarioy total comparado con el control y T2 (p<0.05).La DAMS de
control, T2 y T3 fue similar (p>0.05). El grupo T3 mostré un balance de nitrégeno negativo
(p<0.05). No existieron diferencias para biometria hematica, ALT y creatinina (p>0.05). El
reducido consumo voluntario de harina de hojas de A. muricata podria estar asociado a la baja
calidad nutricional del sustrato, ya quepudiera contener un metabolito toxico no identificado
con un efecto negativo post-ingestivo. La harina de hojas de esta planta puede utilizarse en un

nivel de 2.5% de la MS de la dieta de cabras en crecimiento.

Palabras clave: Annona muricata; Produccion de gas in vitro; Digestibilidad in vitro e in

vivo; Consumo; Toxicidad.
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INTRODUCCION

En los ultimos 20 afios, el uso de plantas nutracéuticas ha emergido como una
estrategia viable para el manejo de los nematodos gastrointestinales (Hoste et al., 2012).
Incluso se ha propuesto una metodologia para la busqueda y confirmacion de plantas con
potencial para ser empleadas como nutracéuticos en parasitologia veterinaria (Hoste et al.,
2015). Los principales pasos a seguir para estudiar plantas y determinar su potencial
nutracéutico son: (1) demostrar su efecto antihelmintico (AH) in vitro, (2) describir el perfil de
macronutrientes, (3) evaluar la digestibilidad de la materia seca (MS) y materia organica (MO)
en pruebas in vitro, (4) realizar pruebas de consumo y preferencia in vivo, (5) evaluar la
digestibilidad de la materia seca (MS) y materia organica (MO) in vivo asi como su efecto en
el balance de nitrégeno, (6) determinar el impacto sobre la salud y produccién animal, y (7)
evaluar su efecto AH in vivo. Los materiales nutracéuticos méas estudiados y que sirven como
modelo a seguir han sido los materiales ricos en taninos condensados y generalmente incluye
plantas de la familia fabacea (Hoste et al., 2006; Alonso-Diaz et al., 2010). Sin embargo,
existen otras plantas como las Anonaceas que se encuentran distribuidas en todo el tropico y
son plantas representativas de los huertos familiares en Yucatan (Flores et al., 2004). A esta
familia de plantas se le ha prestado mucha atencion en la etnobotéanica, etnoveterinaria por sus
propiedades medicinales y antiparasitarias (Flores et al., 2004; Gajalakshmi et al., 2011;
Pandey y Barve, 2011). Mas aun, se ha demostrado que especies de esta familia tiene
propiedades AH in vitro contra NGI en pequefios rumiantes (Souza et al., 2008; Kamaraj et
al., 2011; Ferreira et al., 2013). En Yucatan, México, se ha demostrado que los extractos de
acetona:agua (70:30) y metanol de Annona muricata tiene actividad AH in vitro con dosis
efectivas letales a bajas concentraciones sobre huevos y larvas Lz de Haemonchus contortus
(Castafieda-Ramirez et al., 2014). Por lo tanto, cumple con el primer punto de la metodologia
para identificar materiales nutracéuticos. Estos autores también demuestran que los
compuestos secundarios contenidos en los extractos de A. muricata pueden ser considerados
toxicos de acuerdo a la técnica in vitro de Artemia salina por lo que se deben tomar
precauciones si quiere utilizarse como insumo para la alimentacion animal. A pesar de ser una

planta nutracéutica con potencial AH, existe poca informacion que describa las cualidades
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nutricionales, toxicas o antihelminticas de esta especie de planta al ser consumida por
pequefios rumiantes. Por lo tanto, se requiere generar la informacion que permita definir si las
hojas de A. muricata pueden proponerse como materiales nutracéuticos contra los NGI. Para
esto es indispensable complementar la descripcion y evaluacién de la calidad nutricional tanto
in vitro como in vivo de las hojas secas de A. muricata como sugieren Hoste et al. (2015). Por
lo tanto, el presente trabajo evalud la calidad nutricional de las hojas secas de A. muricata en

condiciones in vitro y en condiciones in vivo usando caprinos en crecimiento.
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6.2. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo consistio en 3 ensayos que evaluaron las cualidades nutricionales de
las hojas secas de A. muricata y el efecto de adicionar harina de estas hojas a diferentes
niveles, sobre la digestibilidad in vitro, consumo voluntario, digestibilidad aparente in vivo y
balance de nitrégeno, asi como su efecto sobre el crecimiento y la salud de los cabritos. Los
ensayos fueron:

Experimento 1. Produccion de gas in vitro de las hojas secas de A. muricata y su
inclusion a niveles del 30, 20 y 10% en un disefio de mezclas simple con alimento balanceado
y P. purpureum.

Experimento 2. Digestibilidad in vitro de la materia seca y organica con y sin la
adicion de PEG en un disefio de mezclas simples con A. muricata, alimento balanceado y P.
purpureum.

Experimento 3. Consumo, digestibilidad aparente y balance de nitrogeno en caprinos
alimentados con harina de hojas secas de A. muricata a diferentes niveles (10, 5 y 2.5%). En
éste disefio se incluyo el efecto de la inclusién de A. muricata sobre indicadores de produccion

y salud animal.

6.2.1 Experimento 1y 2. Produccion de gas in vitro y digestibilidad in vitro de la
materia seca y organica con y sin la adicién de PEG en un disefio de mezclas simple con

alimento balanceado y P. purpureum.

6.2.2. Material de estudio. Se colectaron hojas de A. muricata en las zonas sur y
poniente de Mérida, Yucatan, durante los meses de diciembre 2013 a abril 2014. Las hojas se
secaron sobre papel periédico. Las hojas fueron moviéndose para lograr un secado
homogéneo. Una vez que las hojas estuvieron secas se molieron con una criba de 3 mm vy se

almacenaron en bolsas, dentro de un contenedor de plastico.

6.2.3. Andlisis bromatoldgico. La harina de hojas de A. muricata se analiz6 para
determinar el contenido de proteina cruda (PC), extracto etéreo (EE), cenizas (S) y materia
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orgénica (MO), siguiendo la metodologia descrita por la A.O.A.C. (1980). Las fracciones de
Fibra Detergente Neutro (FDN) y Fibra Detergente Acida (FDA) se determinaron de acuerdo a
Robertson y Van Soest (1981). Se determind también el contenido de fenoles totales (FT)
equivalente al acido gélico (Price y Butter, 1977) y los taninos condensados (TC) equivalente

a catequina (Price et al., 1978).

6.2.4. Produccion de gas in vitro. Se empleé un equipo automatico ANKOMRF (2015)

. Preparacion del medio. EI medio se preparéun dia previo a la toma de liquido
ruminal de acuerdo a los autores Menke y Steingass (1988), el cual considera diversas
soluciones y componentes: solucién de microminerales, buffer, macrominerales, reductora,
cisteina, y resarzurina (indicador de anaerobiosis o concentracion de CO;). Previo a la
obtencidn del in6culo, el medio se calent a 39°C/2 horas antes en un vaso de precipitado de
2000ml.

. Obtencion del indculo. Se colectaron muestras de liquido ruminal
directamente del rumen de tres vacas cruzadas (Bos indicus x Bos taurus). Las vacas fueron
sometidas a ayuno de 12 horas sin agua y recibieron una dieta de 7 kg de MS de pasto fresco
picado (Pennisetum purpureum) y 3 kg de MS de un alimento concentrado a base de granos
(Lorgam, Yucatan, México) con un contenido de 180 g/kg de PC. Las muestras de liquido
ruminal se depositaron en una bolsa hermética de plastico que inmediatamente se trasladaron
al laboratorio de nutricion de la FMVVZ-UADY. Posteriormente, las muestras de dicho liquido
se exprimieron en un colador sobre un vaso de precipitado para obtener Unicamente la fase
liquida con un flujo constante de CO,. Después se procedio a licuar los solidos que fueron
separados en el colador. Este licuado se filtrd y se le adicion6 a la fase liquida obtenida al
inicio. Esta mezcla forma el in6culo que se mantuvo en todo momento con flujo de CO.en una
placa de calentamiento a 39 °C.

. Incubacién para la medicién de la produccion de gas in vitro (PGIV). Se
utilizaron botellas de 250 ml donde se adiciond 0.5 g para los tratamientos de sustrato simple y
esta cantidad se tomd como base (100%) para hacer las inclusiones correspondientes a cada

tratamiento de mezclas dobles y triples. A cada botella se le adicioné 100 ml de la solucién
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buffer y 25 ml del in6culo. Se adiciond CO, antes de tapar los frascos. Posteriormente se
colocaron en la incubadora a 39 °C durante 48 h.

o Digestibilidad in vitro de la materia seca con y sin PEG (DIVMS). Se
utilizaron botellas de 100 ml de capacidad, donde se adicion6 0.5 g de sustrato y mezclas
correspondientes con base en 0.5 g a los cuales se les adiciond 42 ml de la solucién buffer y 18
ml del in6culo. Se taparon y se les insertd una aguja para permitir la liberacion de gas.
Posteriormente se colocaron en la incubadora a 39 °C durante 24 h.

6.2.5. Disefio experimental para la PGIV y para DIVMS con y sin PEG. Se
introdujo como maximo un total de 0.5 g (100%) de uno o varios sustratos previamente
secados y molidos con criba de 1mm. Cada sustrato simple, doble y triple requirié de 2
repeticiones en 3 liquidos ruminales de diferente animal. Los sustratos simples vy

combinaciones que se probaron fueron:

1) 0.5 g de A. muricata (Am)

2) 0.5 g de Pennisetum purpureum (Pp)
3) 0.5 g de Alimento balanceado (C)
4)0.15g (Pp) -0.35g (C)

5) 0.15 g (Am)-0.35 g (C)

6) 0.1 g (Am)-0.05 g (Pp) 0.35 g (C)

7) 0.05 g (Am)-0.1 g (Pp) 0.35 g (C)

8) Blanco: tnicamente liquido ruminal + medio

6.2.6. Medicién de la produccién de gas y cinética de fermentacion. El equipo
ANKOM se programé para realizar lecturas cada 5 minutos durante 48 h. Los resultados de
produccion de gas fueron sustituidos en la ecuacion de Groot et al. (1996) para obtener la

curva de produccion de gas acumulada.
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6.2.7. Digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS). Al término de la
incubacidn el material residual de todas las botellas se filtr6 con papel Whatman #1, el filtrado
junto con la parte solida fue secado a una temperatura de 60° C por 24 h. Para determinar la
DMSIV se realiz6 una resta del peso de la MS al inicio de la incubacion menos el peso de la
MS residual al final de la incubacion esto dividido entre la MS inicial.

6.2.8. Digestibilidad in vitro de la materia organica (DIVMO). Los residuos fueron
incinerados a 550°C por 4 h para obtener el contenido de cenizas de los sustratos y poder
calcular la MO contenida en cada tratamiento. Para determinar la DMOIV se realiz6 una resta
del contenido de MO al inicio de la incubacion menos el contenido de la MO residual al final
de la incubacion esto dividido entre la MO inicial.

6.3.1 Experimento 3. Consumo, digestibilidad aparente y balance de nitrégeno de
la inclusién de harina de hojas secas de A. muricata a diferentes niveles (10, 5y 2.5%) en
una dieta a base de alimento balanceado y su efecto sobre el crecimiento y salud de

caprinos.

6.3.2 Lugar del estudio. El experimento se realizd en el Campus de Ciencias
Bioldgicas y Agropecuarias (CCBA), en las instalaciones del area de nutricion animal.

6.3.3 Material vegetal. Se colectaron hojas de A. muricata en la zona poniente de
Mérida y carretera Xmatkuil. Las hojas se secaron exponiéndolas al sol durante el dia. Una

vez secas las hojas fueron molidas con criba de 3mm para la alimentacién de los animales.

6.3.4. Animales experimentales. Se utilizaron 22 cabras con un peso promedio 15 + 5
kg y una edad entre 3 meses a 8 meses. Los animales se pesaron al momento de su llegada al
CCBA y de acuerdo a su peso fueron desparasitados con levamisol a 12 mg/kg via subcutanea
y albendazol via oral 10 mg/kg (Chartier y Hoste, 1997). Se monitoreo la eliminacion de
huevos en heces de las cabras de estudio durante una semana para confirmar que estuvieran
libres de NGI. Este monitoreo se realizd mediante las pruebas de flotacidon centrifugada y
McMaster. Una vez descartada la infeccion por NGI, los animales se alojaron en jaulas

metabolicas de metal y permanecieron en las mismas durante todos los dias del estudio.
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6.3.5. Disefio y dieta experimental. Los 22 animales se dividieron en 4 grupos
balanceados considerando peso, edad y sexo. Se ofrecid una cantidad de alimento equivalente
al 3% del peso vivo de cada animal en materia seca. Todos los animales recibieron un 10% de
inclusion de pasto P. purpureum en base al consumo calculado del 3% de su peso vivo, previo
a recibir las dietas experimentales. Los grupos recibieron niveles crecientes de harina de hojas
secas de A. muricatamezclado con alimento balanceado a diferentes niveles de inclusion:
Control (0% harina; n=5), T2 (2.5% harina; n=6), T3 (5% harina; n=6) y T4 (10% harina;
n=5). El estudio de consumo, digestibilidad y balance de nitrogeno tuvo una duracion de 17
dias, de los cuales 11 dias fueron de adaptacion de los animales a las dietas y 6 dias de

mediciones experimentales. La composicion de las dietas se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1.- Composicidén quimica de las dietas experimentales

MS PC EE FDN FDA LIG CEN
Control 0.88 16.22 1.54 32.92 12.84 3.77 6.20
T2 -2.5% 0.86 15.79 1.50 32.21 12.61 3.69 6.05
T3-5% 0.85 15.36 1.46 31.50 12.38 3.61 5.89
T4- 10% 0.82 14.51 1.39 30.08 11.91 3.45 5.59

MS: materia seca, PC: proteina cruda; EE: extracto etéreo; FDN y FDA: fibra detergente neutra y acida; LIG:
lignina; CEN: cenizas.

6.3.6. Criterios de eliminacion de animales experimentales
Se elimind de la prueba a los animales que presentaron diarrea o rechazo total del

alimento que contenia harina de A. muricata.

6.3.7. Consumo de dietas experimentales

Se pesoé diariamente el alimento ofrecido y rechazado para calcular el consumo diario
de alimento. Durante los 6 dias de la fase experimental (dia 12 al 17) se calcul6 el consumo
diario en g, consumo por peso metabolico, estimado del consumo de A. muricata en g/kg de

Peso Vivo.
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6.3.8. Digestibilidad aparente de la materia seca (DAMS) La digestibilidad aparente
de la dieta se midié los ultimos 6 dias de la fase experimental (dia 12 al 17). Se empled la

técnica de colecta total de heces (Rymer, 2000) y se calculé mediante la siguiente férmula:

DAMS = MS consumida — MS excretada

MS consumida

6.3.9. Tasa de consumo

Con ayuda de etogramas se registré6 qué animales terminaban su alimento en < 1 h,
entre 1y 2 h, 0 > 2 h (maximo 24 h) y/o tuvieran cero consumos. Se registrd cualquier signo
clinico compatible con incoordinacién generalizada, parélisis, incoordinacion del tren
posterior, ictericia, problemas de prension o masticacion y diarrea. Otros signos como
rechinado de dientes, ausencia de rumia fueron considerados solo en caso de presentarse algin
problema relacionado con otros cambios en la conducta. Estas observaciones se realizaron en
tres momentos diferentes del dia: (a) inicio del consumo de alimento concentrado, (b) 4 h

posteriores al consumo de alimento concentrado y a las 6:30 pm aproximadamente.

6.3.10. Biometria hematica (BH), enzima hepéatica ALT y creatinina

Se tomaron 2 muestras de sangre de la vena yugular cada una con de 2 ml, con ayuda
de una aguja de calibre 18. Se utilizaron dos recipientes diferentes un tubo con anticoagulante
y otro tubo sin anticoagulante. Las muestras fueron remitidas y procesadas en el laboratorio de
diagnostico del CCBA. A las muestras con anticoagulante se les determind la biometria
hematica completa y a las muestras sin anticoagulante se determino la enzima hepatica ALT y
la creatinina. Las muestras se tomaron los dias 0, 7 y 17 experimentales. Estas muestras fueron

obtenidas para monitorear posibles problemas de toxicidad en los caprinos de estudio.
6.3.11. Ganancia diaria de peso y total de peso vivo

Los animales se pesaron los dias: 0, 7, 14, 21. Estos pesajes sirvieron para determinar

la ganancia diaria de peso, asi como la ganancia de peso vivo final.
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6.3.12. Balance de nitrégeno

La orina de todos los animales experimentales fue recolectada cada 24 horas, del dia 13
al 17 del estudio (5 dias consecutivos). En los recipientes de plastico se colocd 70 ml de &cido
sulfurico al 10% para garantizar un pH entre 2 a 3 y evitar la pérdida de nitrégeno por
volatilizacion. Todas las orinas fueron diluidas hasta 1 litro de agua. Posteriormente recolectd
el 10% del total de orina y se conservo en un recipiente de plastico en congelacion (-4°C). Las
Al término del periodo de recoleccion se hizo una mezcla de la orina de cada animal y este
material sirvié para determinar el contenido de N total (A.O.A.C., 1980). De la misma manera
que la orina, se obtuvo una muestra del 10% de todas las heces obtenidas diariamente de cada
animal para hacer una mezcla y determinar el contenido de N para calcular el N retenido (g/d)

de acuerdo a la formula siguiente (Rodriguez y Llamas, 1990)

NR (g/d) = NC — (NH + NO)
Donde:

NR= N retenido
NC= N consumido
NH= N en heces

NO= N en orina
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6.4 Analisis estadistico

Se utiliz6 el software Graphpad Prism para analizar la cinética de fermentacion in vitro
y el software Minitab para realizar el andlisis de mezclas (Minitab, 1997). Se utilizo el
programa SAS 9.3.1 para realizar el analisis estadistico de ANOVA y comparar las variables
de consumo diario (g), consumo expresado por su peso vivo (g/kg peso vivo), consumo por kg
de peso metabdlico (g/Kg PM), ganancia diaria de peso (GDP) y ganancia de peso vivo (GPV)
Se determind el riesgo relativo de rechazar el alimento con diferentes niveles de inclusién de
A.muricata mediante tablas de contingencia 2 x 2 (Chi-cuadrada) con ayuda de un software
libre www.winepi.net (Blas, 2006) o prueba exacta de Fisher en www.socscistatistics.com
(Stangroom, 2015). Para analizar los datos de las biometrias hematicas, la ALT y la creatinina
de los 4 grupos de estudio se utilizaron los respectivos ANOVA utilizando el programa SAS
ver. 9.3.1.
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7. RESULTADOS

7.1 Composicion quimica de los sustratos
La composicion quimica de los ingredientes usados en el experimento se presenta en la Tabla
2.

Tabla 2. Analisis proximal de sustratos experimentales utilizados para el estudio in vitro

e in vivo de Annona muricata.

Sustrato MS PC EE FDN FDA LIG CEN FT TAN TC
Annona 030 1556 423 4763 3249 761 792 201 136 4.76

muricata
Pennisetum 0.33 7.9 1.77 7365 44883 874 674 087 0.88 0.96

purpureum
Alimento 094 17.14 151 2839 928 322 6.14 065 074 155

balanceado

PC: proteina cruda; EE: extracto etéreo; FDN y FDA: fibra detergente neutra y acida; LIG: lignina; CEN:

cenizas; FT: fenoles totales; TAN: taninos y TC: taninos condensados.

7.2 Produccion de gas in vitro (PGIV)

Los valores de produccién de gas acumulada se observan en la Tabla3 y Figura 1. Se
presentaron diferencias significativas (p<0.05) en los tratamientos simples (A. muricata, P.
purpureum y alimento balanceado). También se encontré que en medida que se incremento
proporcionalmente la inclusion de A. muricata esta tiende a disminuir la produccion de gas
siendo el tratamiento con 10% inclusién (96.02 + 0.6) estadisticamente significativo (p<0.05) del
tratamiento con 20% (92.8 £ 0.3) y 30% (92.7 = 0.6).
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Tabla 3. Produccion de gas acumulado (ml gas/g MS £ D.E.) de los sustratos

experimentales y sus mezclas

Tratamiento GV B C R? Sy.x DIVMS
+D.E.

Annona muricata (Am) 47.6 +0.9° 9.6+0.3* 1586+0.08° 0905 3.886 37.3+1.1°
Penisetum purpureum (Pp)  86.8+1.5° 13.2+0.3° 1.800+0.07° 0.948 5578 53.3+4.6°
Alimento Balanceado (AB)  114.8+0.3° 9.3+0.05° 2.632+0.03° 0.992 3.141 81.3+7°

30% Pp: 70% AB 105.0+0.6° 9.6+0.1° 2.200+0.05 0978 4621  70.6+5"

30% Am: 70% AB 92.7+0.6° 83+01° 2498+0.08" 0953 5972  62+9.1°
20% Am :10% Pp: 70% AB  92.8+0.3° 9.2+0.06° 2.499+0.04° 0.989 2955 65.3+6.1°

10%Am-20%P-70%AB 96.02+0.6° 9.059+0.1* 2.249+0.06° 0978 4.285 70+ 2.0°

GV, By C corresponden a los parametros de la ecuacion ml gas = GV (1+ (B/t)®)" (Groot et al., 1996). R?: valor

de regresién y SxY: residual. DIVMS= Digestibilidad in vitro de la materia seca, D.E.= Desviacidn estandar.

— A UriCEta
P U FpUrEUM
60 Alimento balanceado

—— 30% P. purpuraum - 70% AB

— 30% A. muricata -70% AB
20 — 2% Arn - 10% Pp- 70% AB
m— 0% Am - 20% Pp - 70% AB

0 3 & & 12 15 18 M 2 30 36 42 48

Horas

Figura 1. Produccién de gas acumulada a 48 horas de los tratamientos simples y mezclas

del experimento.
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7.3 Digestibilidad in vitro de la materia seca y materia organica con y sin PEG
La digestibilidad in vitro de la MS y MO, con y sin adicién de polietilenglicol (PEG), se
presenta en la Tabla 4. Se puede observar que no hubo diferencias significativas (p>0.05) en la

digestibilidad de los diferentes ingredientes con la adicion de PEG en los tratamientos.

Tabla 4. Digestibilidad in vitro de materia seca (DIVMS) y de la materia organica
(DIVMO) de los ingredientes experimentales y las mezclas de los mismos con y sin
adicion de PEG

Tratamiento DIVMS DIVMO
Sin PEG Con PEG Sin PEG Con PEG
Annona muricata (Am) 40 + 551" 39.3+7.11%  4244+562*" 3951840
Pennisetum purpureum (P)  54.6+207°®  536+3.44°®  5496+359"®  48.2+580"°
Alimento Balanceado (AB) 81+2.76°C 77 + 4.69°¢ 82.60+2.10°¢  77.2+4.40°C
30% P -70%AB 74.6 + 5.614° 70 +1.78¢9P 75+ 5.689P 71.18 +2.61%P

30%Am -70%AB 67 +5.02%P 64.3 + 4.08 %P 67.8 + 6.06 %P 64.4 + 4,99 9P
20%Am-10%P-709%AB 726+5.75%°  67.6+1.96%° 74.5+5.70%P 68.1+2.329P
10%AmM-20%P-70%AB 75 + 8. 46 %P 70 +2.199P 76.8 +9.88 4P 71.5+2.229P

PEG: polietilenglicol. No hubo diferencias significativas (p< 0.05) por adicion de PEG. Las literales mindsculas
indican diferencias dentro de columnas. Las literales mayUsculas indican diferencias entre columnas para DIVMS
siny con PEG y para DIVMO sin y con PEG

7.4. Consumo

De acuerdo a los criterios de eliminacion indicados en la metodologia, el grupo T4 fue
eliminado del experimento. Esto debido a que los animales no aceptaron el alimento (menos

del 1% de consumo de MS / kg PV) y ademas un animal presenté diarrea.
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Las cabras que recibieron la harina de A. muricata al 5% (T3) redujeron su consumo de
alimento (p<0.05)con respecto al grupo control (0% de A. muricata) y T2 (2.5% de harina de
A. muricata)(Tabla 5).

Tabla 5. Promedios de consumo diario de materia seca (g), consumo de materia seca por

Kg de peso vivo metabolico, total, en g/kg de peso metabdlico y g/kg de Annona muricata

Tratamientos Consumo diario  Consumoengde  Consumo g/kg
g de MS MS por Kg®™ MS de A.
muricata
Control (0% A. muricata) 396 NS 0.052° 0?
T2 (2.5% A. muricata) 379 NS 0.0402 9P
T3 (5% A. muricata) 230 NS 0.029° 11°
EE 0.038 0.034 0.001

Las letras a,b y ¢ indican diferencias significativas con (p<0.05)

MS: materia seca; PM: peso metabdlico; NS: no significativo; EE: Error estandar

7.5. Tasa de consumo

La tasa de consumo de la dieta tendid a ser mas lenta a medida que esta contenia méas harina
de A. muricata (Tabla 6). Adicionalmente, el anlisis de riesgo relativo de rechazar la dieta al
incluir harina de hojas de A. muricata en la dieta fue de 4.5 y 5.2 veces mayor para las cabras

de los grupos T2 y T3 respectivamente, comparado con el grupo control (p<0.05).
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Tabla 6. Porcentaje de cabras que consumen el alimento de los diferentes grupos
experimentales en > 1 hora, >1 hora pero < 2 horas 'y > 2 horas

Tratamientos >1h 1<y>2h >2h
Control 52.6 % 28.4 % 18.9 %
T2 (2.5% de Anona muricata) 2.1% 14.7 % 83.2%
T3 (5% de Anona muricata) 0% 0% 100 %

7.6 Digestibilidad aparente de la materia seca y organica

En cuanto a la DAMS y la DAMO no existi6 diferencia significativa entre tratamientos
(p>0.05). Para la DAMS se obtuvo 77.2 + 4, 78.7 £ 2y 77.6 £ 0.9% para control, T2y T3
respectivamente. Y para DAMO 77.5+2.7,77.9 £ 2.1y 75.1 £ 2.2% para los mismos

tratamientos.

7.7 Ganancia diaria de peso y total de peso vivo

La GDP y GTP del grupo T3 (5% de A. muricata) fue significativamente inferior que las de
T1y T2 (p<0.05). Los valores de GDP obtenidos fueron de 106 + 33,71 + 78y24 + 329 para
grupo control, T2 y T3 respectivamente. Los valores de GTP obtenidos fueron 1.8 £0.5, 1.2 +
1.3y 0.4 + 0.5Kg para grupo control, T2 y T3 respectivamente.

7.8. Balance de nitrégeno
Los resultados del balance de nitrégeno que resultan del consumo de las diferentes dietas se
presentan en el Tabla 7. Se puede observar que el grupo T3 mostré un balance negativo de

nitrégeno (p<0.05). Ademas, no hubo diferencias entre el grupo control y T2 (Tabla 7).

62



Tabla 7. Proteina cruda (g) consumida en alimento y eliminada en heces o en orina asi
como el balance de nitrégeno (g de PC) de cabritos alimentados con diferente nivel de

inclusion de harina de hojas de Annona muricata.

Tratamiento PC (9) PC (9) PC (9) Balance
consumo heces orina
Control 54.51 14.26 24.2 16.482
T2 (2.50% de Anona muricata) 49.32 11.50 22.5 13.88°
T3 (5% de Anona muricata) 30.93 8.30 26.2 -4.90°

Las columnas con letras diferentes son significativamente diferentes con (p<0.05)

7.9 Signos clinicos, biometria hematica, enzima hepética alanina aminotransferasa
(ALT) y creatinina.

No se registrd ningan signo clinico relacionado con el sistema nervioso durante el
experimento.Los resultados de las pruebas de biometria hematica mostraron que los grupos
Control (0% de A. muricata), T2 (2.5% de A, muricata) y T3 (5% de A. muricata) tienen
valores hematicos semejantes (P > 0.05). Es decir, los niveles de inclusion elegidos no
afectaron los valores de cantidad de eritrocitos (de 13.7 a 15.2 x 10%/mm?®), hemoglobina (8.3.
a 9.2 gr/dl), hematocrito (29.4 a 31.6%), volumen globular medio (21.4 a 22.8 f/l) y
concentracion media de hemoglobina corpuscular (29.6 a 30.gr/dl). Los diferentes grupos
también mostraron valores semejantes de los diferentes tipos de glébulos blancos (P > 0.05).
Leucocitos (13 + 3.4 a 16 + 9.1 x 10°/mm?), neutréfilos (4.8 + 1.9 a 6.8 + 3.4 x 10°/mm?),
linfocitos (6.4 + 3.3 a 8 + 1 x 10 mm®), monocitos (280 + 189 a 342 + 213 / mm°®) y
eosindfilos (212 + 199 a 272 + 161 / mm®). Por otro lado, los valores de ALT de los diferentes
grupos fue también semejante para el grupo Control (13.2 + 4.6), el grupo T2 (12.3 £ 2.7) y el
grupo T3 (12.5 £ 5.9). De la misma manera, la creatinina de los animales de los tres grupos de
estudio fue semejante (Control = 1.06 + 0.52, T2 = 0.99 £ 0.58 y T3 = 0.96 £+ 0.40). Los
valores normales reportados son 24-83 U/L para ALT vy para creatinina 1.0-1.8 mg/dl (Pugh y
Baird et al., 2012).
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8. DISCUSION

8.1 Analisis Bromatoldgico

El valor potencial de un alimento para proveer nutrientes puede ser determinado por su
analisis de composicion quimica (Mc Donald et al, 2014). Los valores obtenidos de las hojas
de A. muricata (MS 0.30, PC 15.56, Cenizas 7.92 y EE 4.23) son muy similares a los
encontrados por Vit et al. (2014) para A. muricata con una MS 37.36, PC 13.92, Cenizas 7.17
y EE 2.94. Los valores encontrados para las hojas de A. muricata son muy similares también a
los que presentan otros arboles forrajeros de Yucatan, al menos en MS y PC. Tal es el caso del
Enterolobium cyclocarpum (MS = 36.7% y PC = 15.7%), Piscidia piscipula (MS = 37.9% y
PC = 14.1%), Guazuma ulmifolia (MS = 38.5% y PC = 15.0%), Acacia gaumeri (MS = 36.8%
y 16.14%) y Brosimum alicastrum (MS = 42% y PC = 16.9%) (Sanchez et al 2001; Monforte-
Bricefio et al., 2005). En lo que respecta al contenido de FDN y FDA los valores de las hojas
de A. muricata fueron semejantes a los valores de otras plantas forrajeras E. cyclocarpum
(50.43 y 30.70%), P. piscipula (41.10 y 25.66%), G. ulmifolia (47.60 y 29.77%), Lysiloma
latisiligum (46.20 y 25.50%), (Monforte-Bricefio et al, 2005) y B. alicastrum (42 y 16.9%)
(Sénchez et al., 2001). El valor de cenizas reportado para las hojas de A. muricata fue de
7.92% y que nuevamente coincide con valores como los de E. cyclocarpum (8.23%),
G.ulmifolia (7.24%) y Acacia gaumeri con 8.91%. Por lo tanto, este primer analisis sugiere
que las hojas A. muricata parecieran tener el potencial de ser una fuente de mediana a alta
calidad de alimento, como sugiere Di Marco, (2011), un forraje es de alta calidad cuando tiene
menos de 50% de fibra detergente neutra (FDN) y mas de 15% de proteina bruta (PB).

8.2 Produccion de Gas in vitro
La diferencia significativa en los valores del volumen final de produccion gas en los sustratos
simples se dio principalmente debido a la diferencia en el tipo alimento y flora microbiana que

se forma. Los carbohidratos estructurales poco digestibles (fibra) fermentan lentamente a 2-

5% por hora de modo que la velocidad con que se producen AGV es lenta, favoreciendo el
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desarrollo de una flora celulolitica y por otra parte los carbohidratos no estructurales (almidén)
fermentan con mayor rapidez y producen una mayor cantidad de AGVs y con mayor rapidez a
un 20-50% por hora (Bach y Calsamiglia, 2006). Por el buen contenido de nutrientes era de
esperarse que las hojas de A. muricata tuvieran un buen desempefio en la prueba de PGIV, sin
embargo, la produccion de gas de las hojas de A. muricata quedaron por debajo del pasto P.
purpureum 86.8 vs. 47.5 ml (P<0.05). La prueba de PGIV nos indica que es muy probable que
las hojas secas de A. muricata contengan algin o algunos factores anti-nutricionales, que, al
ser liberados durante la incubacidn, estos se concentraron alcanzando niveles inhibitorios para
los microorganismos afectando la fermentacién de manera proporcional a su inclusion en la
mezcla, reflejandose precisamente en una menor produccion de gas (p<0.05) (Posada y
Noguera, 2005). De acuerdo a los reportes sobre los metabolitos secundarios contenidos en las
hojas de A. muricata, los alcaloides, flavonoides y saponinas son metabolitos que poseen
efectos antiprotozoarios y/o antimicrobianos que impactan directamente sobre la fermentacion
microbiana produciendo un descenso sobre la produccion gas in vitro y la digestibilidad (Hu et
al., 2005; Dos Santos et al., 2013; Oskoueian et al., 2013;). Hasta este punto se puede concluir
con la prueba de PGIV que a pesar del buen contenido nutricional de las hojas de A. muricata,
la baja digestibilidad y produccion de gas in vitro considera a las hojas secas de baja a
mediana calidad. Como menciona Di Marco, (2011), un forraje es de baja calidad cuando la
DIVMS disminuye a menos del 50% y no es deseable que un forraje contenga
antinutricionales como menciona Ball et al., (2001) estos pueden comprometer el desempefio

productivo de los rumiantes, causar alguna enfermedad o muerte.

Al comparar la PGIV y DIVMS de las hojas secas de A. muricata con arboles forrajeros de la
region se hallaron valores semejantes con E. cyclocarpum (94.1 ml-120 h y 37.64 ml a 48
horas aproximadamente y una DIVMS de 29.37 y DIVMO de 29.10%), P. piscipula (117ml-
120h y 46.8 ml aprox. y con DIVMS 37.84% y DIVMO 42) y L. latisiligum (85ml-120h y
34ml-48 aprox. DIVMS de 24.42 y DIVMO de 21.93%.) y Leucaena leucocephala con una
DIVMS de 44.70% y una DIVMO de 40.71%, (Monforte-Bricefio et al., 2005). Como se
puede observar estos arboles forrajeros también poseen bajos niveles de PGIV y DIVMS, pero

cada uno posee sus propios atributos y desventajas cuando se ofrecen para consumo a los
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rumiantes. Por ejemplo, las hojas de E. cyclocarpum tienen muy poca palatabilidad para los
rumiantes y son realmente sus frutos los que se utilizan para el consumo animal (Zamora et al;
2001). EI arbol forrajero P. piscicula cuenta con buena aceptacion por los rumiantes y el
follaje de L. Latisiligum es consumido por los rumiantes, pero tiene un contenido mayor a
10% de taninos condensados en sus hojas, lo que compromete la digestibilidad. Por lo tanto, la
descripcion del contenido nutricional de las dietas que contienen hojas de A. muricata se
compara al de muchos arboles forrajeros de la regién. Sin embargo, la prueba de PGIV indica
que el uso de las hojas secas a un 100% pudieran causar algiun efecto negativo en los
rumiantes, incluso con los niveles de inclusién (10, 20 y 30%) se observé una tendencia a
disminuir la PGIV vy la digestibilidad proporcional al incremento de estos niveles, por lo que
se optdé complementar esta hipdtesis con pruebas de consumo y digestibilidad in vivo

utilizando estos mismos niveles de inclusion.

8.3 Digestibilidad in vitro de la MS y MO con y sin PEG

La utilizacion de PEG con A. muricata no tuvo efecto sobre la DIVMS y DIVMO. Por lo
tanto, se asume que los fenoles y taninos contenidos en las hojas de A. muricata no afectaron
su digestibilidad in vitro. En lo que respecta a las mezclas triples, aunque no se encontrd
diferencia significativa, se observé que la digestibilidad tiende a disminuir a medida que se
incrementa la inclusion de A. muricata en la dieta, por ejemplo, la digestibilidad in vitro al 10,
20y 30% de inclusion en frascos de 100ml fue de 75+ 8, 72.6 £ 5y 67 + 5%.

8.4 Prueba de Consumo de alimento con cantidades crecientes de harina de A. muricata

Debido a la nula aceptacion de harina de A. muricata en caprinos a un nivel de inclusion de
30% de la MS en un estudio piloto previo, se decidio reducir el nivel de inclusion de harina de
hojas de A. muricata a niveles mas bajos que pudieran permitir el consumo de la dieta por los
caprinos. El presente trabajo demostré que la inclusién de harina de hojas de A. muricata
incluso a un nivel de 10% sigui6 siendo un nivel que ocasiono el rechazo por parte de los

caprinos experimentales. Por lo tanto todo el grupo T4 quedo fuera del experimento, ya que
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existia un rechazo del 100% del alimento. Aun en las dietas que usaron niveles muy bajos de
hojas de A. muricata se encontraron diferencias significativas (p<0.05) comparadas con el
grupo control. El riesgo del rechazo de la dieta se incrementd a medida que aumento la
inclusion de hojas secas de A. muricata en la dieta con un RR = 4.5 para el T2 (2.5% de harina
de A. muricata) vs. el grupo Control. EI RR se aument6 a 5.2 para el T3 (5% de harina de A.
muricata) vs. el control. Como consecuencia del rechazo de la dieta se obtuvieron diferencias
significativas (p<0.05) en el consumo entre el grupo Control, T2 (2.5% de A. muricata) y el
T3 (5% de A. muricata) (p < 0.05). Se estimd el consumo en g de hojas secas de A. muricata
de los animales en T2 y T3 que fue de 9 y 11 g/kg de harina de esta planta, respectivamente.
Por lo tanto, es evidente que los animales evitaron consumir cantidades superiores de ese
insumo. Esto puede servir como idea de la dosis maxima que podria considerarse en el futuro
para probarse como nutracéutico. De acuerdo a Solaiman (2010), los factores que tienen
influencia sobre la conducta de alimentacion en cabras que pastorean son multifactoriales. Sin
embargo, en este caso es probable que el factor olor/sabor, la concentracion de metabolitos
secundarios y la experiencia previa (malestar o diarrea) pudieron ocasionar ese rechazo del
alimento con harina de A. muricata.

En la literatura esta documentada la presencia de saponinas en las hojas de A. muricata,
que probablemente pudieron causar malestar o diarrea ya que estos metabolitos generan
gastroenteritis, dolor abdominal y diarrea como consecuencia del dafio e irritacién que
ocasionan en la mucosa del intestino (Diaz-Gonzalo, 2010). Sin embargo, no se descarta la
accion de otros metabolitos que pudieran causar este problema. Se recomienda realizar 1os
estudios fitoquimicos que permitan identificar los compuestos secundarios contenidos en las
hojas de A. muricata e investigar aquellos que estén asociados al rechazo del alimento y a la
causa de diarreas en los caprinos. Evidentemente se requiere identificar un nivel de inclusién
gue no ocasione efectos negativos sobre el consumo de este material y ese nivel pudiera ser

explorado como un follaje nutraceutico contra NGI.
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8.5. Ganancia de peso de caprinos consumiendo harina de A. muricata

Cuando se compar6 la GDP y la GPV se observo una diferencia significativa (p<0.05) entre el
grupo control y el T3 (106 vs. 24 g/dia y 1.8 vs. 0.4 kg totales respectivamente). Nuevamente,
se atribuye esta diferencia al rechazo que mostraron los cabritos de T3 por su alimento con 5%
de harina de A. muricata. Este nivel de inclusion de la harina de hojas de A. muricata no es

adecuado para usar como nutracéutico.

8.6. Digestibilidad aparente de la MS y MO in vivo

No se encontraron diferencias entre los tratamientos (p < 0.05) tanto para DAMS como para
DAMO. La DAMS y la DAMO fluctuaron alrededor del 77% para el control, T2 (2.5%) y T3
(5%). Esta ausencia de una reduccion significativa de la digestibilidad aparente entre los
grupos experimentales se debe a que el consumo se redujo en T2 y T3 y estos bajos consumos

permitieron una elevacion de la DAMS y la DAMO.

8.7. Pruebas hematoldgicas, creatinina, ATP y signos clinicos.

No se hallaron signos clinicos de tipo nervioso durante el estudio in vivo, que se esperaba
fuera uno de los riesgos que pudieran presentar los animales por su contenido de annonacina
(Moghadamtousiet al., 2015) y swainsonina (Rodriguez et al 2005; Ralphs y Stegelmeier,
2011). En este estudio no se alteraron los indicadores de salud en globulos rojos y blancos,
ALT vy creatinina, lo que concuerda con los hallazgos de Mahour et al. (2007) en animales
consumiendo hojas de A. squamosa. En los estudios con ratones los resultados obtenidos a
corto plazo (toxicidad aguda y sub-aguda) concuerdan con los resultados obtenidos con que no
se incrementa la enzima ALT, por lo que no se considera hepatotoxico, sin embargo, no se
descarta los efectos negativos a nivel renal, a largo plazo en rumiantes (Arthur et al., 2011).
Retomando las dosis de harina de A. muricata consumidas por las cabras en los grupos T2 y

T3 (de 9 y 11 g/kg PV respectivamente). Estas dosis se encuentran por arriba de las
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recomendaciones hechas por Arthur et al, (2011) que establecen una dosis maxima de 5 g/kg
de acuerdo a las pruebas de toxicidad aguda en ratones. La OECD (Organizacion para la
Cooperacion y Desarrollo Econémico, Paris, Francia), establece que las hojas de A. muricata
son seguras para usarse por via oral en el manejo de diversas enfermedades o padecimientos
en humanos. La dosis de 5g/kg de PV como LD50 para un adulto promedio de 60 kg se
traduciria una dosis de 300 g de extracto 6 1 copa de té 3 veces al dia= 211 mg/kg/dia). La alta
LD50 es una clara indicacion del uso seguro de A. muricata, pero a dosis elevadas pueden
ocasionar dafio renal o alterar la funcion uterina, al menos en ratones que es la especie donde
se probo. El presente estudio demuestra que el uso de harina de A. muricata en dosis de 10% y
5% (11 g/kg) del alimento excedio la dosis recomendada, ocasionando diarrea y rechazo del
alimento en el corto plazo. Las dosis entre 5 g/kg y 9 g/kg de harina de hojas secas de A.
muricata pueden tomarse como referencia para evitar alguna toxicidad en su implementacion
en rumiantes en el futuro.

Una vez que ya se sabe que se puede utilizar un alimento con un méaximo de 2.5% de la dieta
en caprinos, el siguiente paso debe ser evaluar si dicho nivel de consumo de harina de hojas de
A. muricata en la dieta pudiera servir para el control de NGI a manera de un nutracéutico. La
evaluacion de dicho efecto AH debe seguir considerando la confirmacién de no ocasionar
problemas en la salud y bienestar de los animales que lo consuman, como sugieren Hoste et al.
(2015).
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9. CONCLUSIONES

La harina de hojas de A. muricata como ingrediente unico posee una digestibilidad promedio
del 40% y se sospecha que contiene factores antinutricionales que comprometen la digestion y

la fermentacion ruminal, por lo que se considera que posee una baja calidad nutricional.

La inclusién del 30, 20 y 10% de harina de A. muricata reduce la produccién de gas in vitro, la
DIVMS y la DIVMO de manera proporcional a su nivel de inclusién, pero sin afectar la
velocidad de fermentacion (cinética) y sin un efecto de la adicion de PEG.

El estudio in vivo con caprinos sugiere que el consumo de harina de A. muricata incluso a un
10% de inclusion (T4) ocasiona el rechazo total del alimento y, en caso de consumirse podria

provocar diarrea.

A un nivel de consumo del 5% de inclusion (T3) reduce significativamente el consumo de la
dieta, lo que ocasiona una disminucién de la ganancia de peso con respecto al control. No se
encontrd un efecto negativo sobre la digestibilidad aparente de la MS y MO, pero si en el

balance de nitrégeno, ambos efectos posiblemente como consecuencia del bajo consumo.

No se encontrd ningln efecto negativo agudo o sub-agudo sobre las variables hematoldgicas,
ALT vy creatinina de los animales de los grupos consumiendo harina de A. muricata (grupos
T2y T3)

La inclusion de harina de hojas secas A. muricata al 2.5% (T2) fue el Unico nivel tolerado por

los animales sin afectar significativamente su consumo, digestibilidad, balance de nitrogeno y

crecimiento.
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