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Resumen

El presente estudio evalué el efecto antihelmintico (AH) in vitro de extractos
acetona-agua (70:30 v/v) de la cascara de los frutos y las hojas de tres cultivares
de Theobroma cacao: Azteca (CAZT y HAZT), Calabacillo (CCAL y HCAL) y
Ceylan (CCEY y HCEY) sobre la eclosibn de huevos de dos aislados de
Haemonchus contortus de diferentes regiones de México (CENID-PAVET-INIFAP
y FMVZ-UADY) mediante el ensayo de inhibicion de la eclosion de huevos (EIEH).
Adicionalmente, para explorar el potencial nutricional de estos cultivares se realizé
su analisis quimico proximal. Los huevos de H. contortus se obtuvieron de
caprinos donadores infectados artificialmente y fueron incubados en buffer fosfato
salino (Phosphate buffered saline, PBS) a diferentes concentraciones del extracto
(0, 600, 1200, 2400 y 3600 pg/ml PBS). Se emple6 un modelo lineal generalizado
en el analisis de los datos colectado. El papel de los taninos en el efecto AH de los
extractos fue evaluado usando polivinilpolipirrolidona (PVPP). Los extractos de
CCEY y CCAL bloquearon la eclosion en ambos aislados a 1200 ug/ml PBS. El
extracto de CAZT alcanz6 a inhibir la eclosién a 3600 pg/ml PBS en el aislado
CENID-PAVET-INIFAP. Los seis extractos bloguearon la eclosion del aislado
FMVZ a 3600 pg/ml PBS. El papel de los taninos en el efecto AH observado sélo
se comprobo para el extracto de HCEY en ambos aislados. Tanto las céscaras
como las hojas de T. cacao evaluadas tienen potencial nutricional para pequefios
rumiantes. Se concluye que los subproductos evaluados representan una opcion
nutracéutica para la alimentacion de pequefios rumiantes y que dichas fuentes son

diferentes en cuanto a la acciéon AH mostrada sobre huevos de H. contortus.

Palabras clave: Extractos acetoénicos, cultivares de Theobroma cacao, eclosion

de huevos, H. contortus
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Summary

The present study evaluated the in vitro anthelmintic (AH) effect of acetone-water
extracts (70:30 v/v) of the shell of fruit and leaves of three cultivars of Theobroma
cacao: Azteca (CAZT and HAZT) Calabacillo (CCAL and HCAL) and Ceylan
(CCEY and HCEY) on egg hatch of two Haemonchus contortus isolates from
different regions of Mexico (CENID-PAVET-INIFAP and FMVZ-UADY) by means of
the egg hatching inhibition assay (EHIA). In addition, to explore the nutritional
potential of these cultivars a chemical proximal analysis was performed. The
nematode eggs were obtained from donors goats artificially infected and were
incubated in phosphate buffered saline (PBS) to different extract concentrations (O,
600, 1200, 2400 and 3600 pg/ml PBS). A generalized linear model was used in the
analysis of data collected. The role of tannins in the AH effect of the extracts was
evaluated using polyvinylpolypyrrolidona (PVPP). The CCEY and CCAL extracts
blocked the hatching in both, CENID-PAVET-INIFAP and FMVZ isolates, at 1200
pg/ml PBS. The CAZT extract achieved hatching inhibition at 3600ug/ml PBS for
the CENID-PAVET-INIFAP isolate. The six extracts blocked the hatching of FMVZ
isolate at 3600 pg/ml PBS. The role of tannins in the observed AH effect was
confirmed for HCEY extract in both isolates, CENID-PAVET-INIFAP and FMVZ.
Shell of fruits and leaves of T. cacao evaluated have nutricional potencial for small
ruminants. In conclusion the T. cacao by products evaluated represent a
nutraceutical option for small ruminants feeding, but these resources have

differences in their AH action against H. contortus eggs.

Key Words: acetonic extracts, Theobroma cacao varieties, egg hatching, H. contortus.
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1. INTRODUCCION

La busqueda de plantas con compuestos bioactivos que puedan ser empleados
como antihelminticos no convencionales o0 nutracéuticos ha recibido una
considerable atencién en los ultimos afios, debido al creciente desarrollo en todo
el mundo de la resistencia a los antihelminticos (AH) quimicos en las poblaciones
de nematodos gastrointestinales (NGI). Sin embargo, la evidencia cientifica para
validar el uso de las plantas sigue siendo limitada (Hoste et al., 2008; Sandoval-
Castro et al.,, 2012). El término nutracéutico resulta de una contraccion entre
nutricion y farmacéutico y se refiere a alguna sustancia que proporciona beneficios
a la salud, incluyendo la prevencioén y el tratamiento de enfermedades (Andlauer y
Furst, 2002).

Entre los compuestos bioactivos mas estudiados se encuentran los taninos
condensados (TC) los cuales han probado ser eficaces como sustancias
antihelminticas (Aguilar-Caballero et al., 2011), pero también podrian actuar
indirectamente al aumentar la resiliencia del huésped (Provenza y Villalba, 2010).
En Yucatan, se han identificado plantas ricas en taninos que han exhibido un
efecto AH sobre las fases adultas y larvarias de H. contortus (Brunet et al., 2008;
Martinez-Ortiz-De-Montellano et al., 2010) y se ha comprobado la susceptibilidad
a extractos ricos en taninos en diferentes aislamientos de H. contortus. Sin
embargo, se ha observado que algunos aislamientos que han estado en contacto
con plantas ricas en taninos (PRT) son menos susceptibles a los extractos de
estas plantas, mientras que aislamientos obtenidos de animales en pastoreo sin
exposicion previa a las PRT son mas susceptibles a los efectos de estos
compuestos (Calderén-Quintal et al., 2010; Vargas-Magafia et al., 2013). Por lo
qgue se ha propuesto la hipotesis que taninos provenientes de forrajes o fuentes
gue no forman parte de la dieta normal de los pequefios rumiantes pueden tener
una mayor actividad antihelmintica. En este contexto Nieves-Guerrero (2010)
realizdé una evaluacion in vitro de diferentes extractos provenientes de fuentes de

taninos no convencionales como Theobroma cacao, Coffea arabica y tres
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especies de mangle (Rhiziphora mangle, Avicennia germinans y Languncularia
racemosa) para el control de H. contortus en ovinos y observé un efecto AH sobre
la motilidad de las larvas infectantes de este nematodo. Asi, Theobroma cacao
puede representar una opcion viable, desde el punto de vista del aprovechamiento
de los recursos naturales tropicales, debido a la disponibilidad de subproductos
provenientes de la explotacion de este cultivo. Se estima que cerca del 60% de la
cosecha corresponde a materiales de desecho como la cascara. Por otra parte; la
actividad de poda periédica de los arboles genera gran cantidad de follaje que no
es aprovechado. Asi, la necesidad de hacer un uso sustentable de los recursos
naturales hace pertinente el estudio de estos como una alternativa en la
alimentacion de los pequefios rumiantes. La cascara y el follaje de cacao ofrecen
posibilidades para su aprovechamiento, tanto por sus propiedades nutritivas como
su posible aporte como fuente de AH no convencionales, es decir como
nutracéutico.

Por estas razones el objetivo del presente trabajo de investigacion fue estudiar el
potencial efecto antihelmintico de extractos acetona-agua (70:30 v/v) de los
subproductos de T. cacao (cascara y follaje) provenientes del estado de Tabasco;
como fuente no convencional rica en taninos contra los huevos de H. contortus y

explorar sus propiedades nutricionales para enriquecer los datos ya existentes.

2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Panorama de la resistencia antihelmintica en nematodos

gastrointestinales

Las gastroenteritis parasitarias en ovejas y cabras en pastoreo constituyen uno de
los problemas de primera magnitud por ser los mas frecuentes e importantes de
los pequefios rumiantes; por lo que su estudio y tratamiento son siempre temas de
alto interés (Aleman et al., 2011).

El uso intensivo y la administracion inadecuada de los antihelminticos, en épocas

y grupos de rumiantes no apropiados, han contribuido al desarrollo de resistencia
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a estas sustancias, lo que constituye un obsticulo importante para su control
(Cordero et al., 1999; Nari, 2001; Marquez, 2003). La resistencia antihelmintica es
la capacidad de una poblacion de nematodos para sobrevivir a dosis de
antihelmintico que serian letales para las poblaciones sensibles (Prichard et al.,
1980). En los NGI de los pequefios rumiantes, la resistencia AH se ha descrito
para todas las familias de farmacos disponibles en la actualidad (Torres-Acosta y
Hoste, 2008; Cuéllar-Ordaz, 2009). Es comun encontrar rebafios de ovinos con
nematodos resistentes a multiples drogas antihelminticas en Centroamérica, en
los Estados Unidos de América, partes de México y Costa Rica. La evidencia
sugiere que la resistencia antihelmintica es un fendmeno creciente en el
continente americano (Torres-Acosta et al., 2012).

El rdpido desarrollo de la resistencia a los antihelminticos, asociado con el alto
costo de la disposicion de farmacos antihelminticos, limita el éxito de estos
productos en el control de los NGI. Esto incrementa el interés en el estudio de
bioactivos de las plantas como fuente alternativa al uso de los antihelminticos
(Aleman et al., 2011).

2.2 Haemonchus contortus

De los nematodos gastrointestinales que afectan a los pequefios rumiantes,
Haemonchus contortus es considerado como uno de los de mayor importancia
debido a su patogenicidad (Arroyo-Balan et al., 2008). Se localiza en el abomaso
de los ovinos y caprinos. Son nematodos hematéfagos y tienen color rojo debido
a la sangre ingerida. Los machos miden 19-22mm y las hembras 25-34mm
(Cordero-del-Campillo et al., 1999).

El ciclo biolégico de H. contortus es directo. Las hembras son prolificas. Los
huevos son eliminados al ambiente junto con las heces. Las larvas L; eclosionan
de los huevos que se encuentran en el pasto y se pueden desarrollar a larva
infectante (L3) en un periodo de hasta 5 dias, pero el periodo de desarrollo puede

retrasarse si las condiciones ambientales son desfavorables. Las larvas
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infectantes abandonan las heces y suben a los pastos para ser consumidas por
los animales. Esta migracion ocurre durante los periodos donde la radiacion solar
es débil. Después de la ingestion y en el rumen, las larvas pierden la vaina que las
protegen. En el abomaso, estas larvas penetran en la mucosa donde se alimentan
hasta la proxima muda. En la mucosa sufren una transformacion a larva 4. Justo
antes de la muda final desarrollan una lanceta que les permite perforar la mucosa
gastrica para obtener sangre de los vasos de la mucosa. Como adultos se mueven
libremente sobre la superficie de la mucosa del abomaso. El periodo prepatente es

de 2 a 3 semanas (Cordero-del-Campillo et al., 1999; Taylor et al., 2007).

2.3 Antihelminticos no convencionales y plantas con potencial nutracéutico

como control alternativo de helmintos

Los antihelminticos no convencionales (AHNC) son todas aquellas alternativas a
los medicamentos desarrollados por la industria farmacéutica. Los AHNC tienen
propiedades AH y su accion es eficaz parcialmente; ya sea dirigiéndose a una
especie de parasito o por la modulacion de la actividad biolégica de los NGI en
lugar de eliminarlos. Ejemplos de estos AHNC son las agujas de 6xido de cobre;
las cuales han demostrado accién contra H. contortus en ovinos (Torres-Acosta y
Hoste, 2008).

Dentro de los AHNC también se incluyen a los antihelminticos naturales
provenientes de las plantas. Estos AH naturales estan caracterizados por su bajo
costo y disponibilidad. La aparicion de la RA ha incrementado el interés en este
tipo de AH naturales. Un gran nimero de ensayos in vitro e in vivo han validado la
accion antihelmintica de diversas plantas medicinales mediante la identificacion de
compuestos bioguimicos responsables de los efectos antiparasitarios (Stepek et
al., 2004; Githiori et al., 2006).

Las propiedades benéficas de estas alternativas no convencionales sobre la salud
de los animales por lo general se asocia al contenido de uno o mas metabolitos

secundarios (Hoste et al., 2006). Sin embargo aun quedan varias cuestiones por
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ser resueltas como el origen de la variabilidad de los resultados entre los
diferentes estudios que se han llevado a cabo, el modo de accion contra los NG,
la caracterizacion de compuestos activos y las condiciones Optimas de accion
(Torres-Acosta y Hoste, 2008).

Recientemente se ha acufiado el término Control Integrado de Parasitos (CIP),
particularmente cuando existe resistencia antihelmintica (RA). ElI CIP es una
estrategia que busca integrar diversos métodos de control de NGI. Dicha
integracion considera las condiciones ambientales, de manejo y del animal para
obtener el mejor resultado posible. A la fecha existen diversas alternativas para el
control de los NGI (Galina y Cuéllar, 2009). Dentro de los principales organismos
antagonicos de los nematodos en la naturaleza se han identificado acaros,
bacterias, virus, insectos, hongos y plantas productoras de metabolitos con
actividad nematicida (Athanasiadou y Kyriazakis, 2004; Mendoza-de Gives, 2009).
Los resultados recientes, en experimentos in vivo e in vitro, sugieren que las
plantas forrajeras que contienen metabolitos secundarios, en este caso taninos,
podrian utilizarse como nutracéuticos o antihelminticos ya que sus propiedades
antihelminticas y su valor nutritivo directo son una opcién prometedora para su uso
en el control integrado de las nematodosis gastrointestinales en los sistemas de
produccion agricola (Aleman et al., 2011).

Asi, los nutracéuticos son una opcién que se puede utilizar a largo plazo tratando
de combinar su valor nutritivo y sanitario con el fin de prevenir brotes clinicos de
las infecciones por nematodos, para limitar los procesos biolégicos de los NGI y
para reducir la dependencia a los AH quimicos para el control de estas
enfermedades parasitarias (Hoste et al., 2008).

Estudios recientes han comparado la accién AH in vitro de extractos de plantas
contra aislados de H. contortus de diferentes regiones de México; Yucatan
(UADY), Morelos (CENID-INIFAP) y estado de México (UNAM) empleando el
ensayo de inhibicion de la motilidad larval (LMIA, por sus siglas en inglés),
demostrando que los aislados de Yucatan fueron menos susceptibles al extracto
comparado con los aislados CENID y UNAM (Calderén-Quintal et al., 2010).En el
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cuadro 1 se enlistan algunas de las plantas cuyos extractos han sido evaluados
para el control de NGI.

2.4 Metabolitos secundarios de las plantas (MSP)

Las plantas producen una gran diversidad de compuestos organicos que no
participan directamente en sus procesos metabdlicos primarios, a estos
compuestos se les conoce como metabolitos secundarios (MSP) (Garcia, 2004;
Lincoln y Zeiger, 2006). Este es un factor que limita el uso de arboles y arbustos
forrajeros en muchas especies (Torres-Acosta et al., 2008). Se ha encontrado
evidencia del efecto antihelmintico que poseen las sustancias bioactivas
provenientes de las plantas (alcaloides, terpenoides, saponinas y taninos, entre
otros), lo cual es importante ahora que los NGI han generado resistencia a las
drogas antihelminticas comerciales mas comunes en los sistemas de produccion
de rumiantes (Torres-Acosta et al., 2008). Dentro de los MSP con propiedades
antihelminticas, destacan los taninos que forman parte integral del sistema de
defensa contra los herbivoros y otros patégenos de las plantas como bacterias,
hongos, insectos y virus (Jean-Blain, 1998).

2.4.1 Taninos como AH

Por sus caracteristicas los taninos se dividen en dos grandes grupos. Los taninos
hidrolizables (TH) y los taninos condensados (TC) (Makkar, 2006; Hoste et al.,
2006). Estos ultimos son clasificados en cuatro grupos, los mas comunes son las
procianidinas y las prodelfinidinas (Hoste et al., 2006).

Los TH son potencialmente toxicos para el higado y rifiones, pudiendo ocasionar
la muerte de los animales (Waghorn y McNabb, 2003). Se dice que son
responsables de la mayoria de los efectos nocivos debido a que pueden ser

absorbidos y circular por el flujo sanguineo (Jean-Blain, 1998; Reed, 1995).
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Cuadro 1. Plantas y subproductos agroindustriales evaluados in vitro con potencial uso antihelmintico contra H.

contortus.

Planta

Bioensayo

Concentraciones evaluadas

Dosis efectiva

Autor

-L. leucocephala

-Melia azedarach

-Acacia pennatula, Piscidia

piscipula, L. leucocephala y L.

latisiliquum
-Acacia gaumeri, Havardia
albicans y QUEBRACHO
-Coffea arabica, Theobroma
cacao, Rhiziphora mangle,
Avicennia germinans, L.

racemosa
-Parkia biglobosa

-L. latisiliquum, L. racemosa,
R. mangle, A. germinans, T.

cacao y C. arabica

LDVA

EIAy LDVA

LMI'y LAEA

LMI

LMI

EIA

EIA

10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
y 90 pg/ml
50, 25, 12.5, 6.2y 3.12 mg

mL*

LMI 150, 300, 600, 1200 pg/ml
PBS y LAEA 1200 pg/ml PBS

0, 600, 1200, 1800 y 2400
png/ml PBS

0, 300, 600 y 1200 pg/ml PBS

0.3,0.7, 1.2, 2.0 ml/5 ml de

agua destilada

0,600,1200, 2400 y 3600
pg/ml PBS

60, 70, 80, y 90 pg/ml

EIA 0.36 mg/ mL™y
LDVA 9.18 mg/mL™

600, 1200 pg/ml PBS

600, 1200, 1800, 2400
png/ml PBS

1200 pg/ml PBS

1.2 and 2.0 ml

600, 1200, 2400 y 3600
pa/ml PBS

Ademola et al., 2005

Maciel et al. , 2006

Alonso-Diaz et al.,
2008
Hernandez-Ordufio et

al., 2008

Nieves-Guerrero et
al., 2010

Soetan et al., 2011

Vargas-Magafa et al.,
2013.

TC taninos condensados. EIA (Ensayo de Inhibicion de la Eclosion). LMI (Inhibicion de la Migracién Larvaria). LDVA (Ensayo de viabilidad
del desarrollo larval). LAEA (ensayo de desenvaine larval artificial)
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Por otro lado; los animales que consumen plantas con elevados niveles de TC
generalmente tienen una menor utilizacion de nutrientes, debido principalmente a
una reduccién en la digestion de la proteina lo que puede ocasionar una
disminucién del consumo de alimento debido a la reduccién de la digestibilidad y
un funcionamiento inadecuado del rumen (Dawson et al., 1999). La actividad
biolégica de los TC depende de dos factores principales: la concentracion y la
estructura de los mismos (Hoste et al.,, 2006). Sin embargo, también se han
encontrado efectos benéficos en el uso de los TC. Por ejemplo, estos compuestos
son conocidos por su efecto anti-timpanico que es de gran utilidad cuando los
animales se exponen a dietas con elevados niveles de proteina soluble, ayudando
a disminuir la produccion de gas al reducir la fermentacién ruminal. También se ha
encontrado que al consumir TC en cantidades moderadas sus efectos son
generalmente positivos y no reducen el consumo voluntario (Torres-Acosta et al.,
2008). Adicionalmente, varios estudios han reportado que los taninos pueden
mejorar la resiliencia y resistencia de los pequefios rumiantes contra los NGI
(Paolini y Hoste, 2006). Esto ha sido demostrado utilizando pasturas con taninos,
heno de plantas taniniferas y forraje de arboles o plantas lefiosas de diferentes
latitudes (Hoste et al., 2006).

En Yucatdn se ha observado que el extracto acetonico de follaje de diversos
arboles taniniferos nativos tiene efecto antihelmintico in vitro contra Haemonchus

contortus.

2.5 Ensayos in vitro para la evaluacion de plantas con potencial

antihelmintico

Los ensayos in vitro son un medio apropiado para evaluar especies de plantas
debido a que son rapidos de realizar y econdmicos, comparados a los
experimentos in vivo (Mendoza, 2010). Existe una variedad de ensayos que
pueden ser empleados, dependiendo de la fase parasitaria que requiera ser

evaluada. Los ensayos mas empleados en la evaluacion del potencial AH de
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diversas plantas son: ensayo de inhibicion en la eclosion de huevos, ensayo de
inhibicién del desarrollo larval, ensayo de inhibicion en la alimentacion larval,
ensayo de inhibicion de la migracion larval, ensayo de inhibicion en el desenvaine
larval y ensayo de inhibicibn en la motilidad de adultos (Hoste et al., 2008).
Muchos estudios in vitro con plantas tropicales se han enfocado sobre H. contortus
con diferentes concentraciones de extractos (variando desde pg/ml a mg/ml)
(Athanasiadou et al., 2007). Sin embargo, una de las principales desventajas de
los ensayos in vitro es la dificultad para interpretar los resultados debido a las
grandes diferencias que se producen entre las condiciones in vitro e in vivo (Hoste
et al., 2008).

2.5.1 Ensayo de inhibicion de la eclosion de huevos (EIEH)

Este método se funda en el hecho de que los bencimidazoles impiden la
embriogénesis y eclosion de los huevos. Consiste en la coleccion de huevos de
NGI de animales infectados naturalmente o con infeccion inducida; una vez
recuperados de las heces, se exponen al farmaco y se incuban por 48 horas a 28
°C. Para luego determinar el porcentaje de huevos que logran eclosionar y calcular
la dosis efectiva media (DEsp) a través del analisis PROBIT (Coles et al., 1992).
Como muchos métodos, este es usado para evaluar la actividad nematicida tanto
de drogas como de extractos de plantas. Basandose en la hip6tesis que una
actividad nematicida observada in vitro podria indicar una potencial actividad in
vivo (Kamaraj et al., 2011).

Vargas-Magafia et al. (2013) compararon tres ensayos in vitro: ensayo de
inhibicion del desenvaine larval (LEIA), ensayo de inhibicion de eclosion de huevos
(EHA) y ensayo de inhibicion de la motilidad de larvas (LMIA); para evaluar la
susceptibilidad de H. contortus contra extractos ricos en taninos tanto de plantas
como de subproductos agroindustriales. Encontrando diferencias en la
susceptibilidad en el aislado de H. contortus entre los bioensayos. Explicando que
dicha diferencia puede deberse a que EHA y LMIA son metodologias disefiadas

para evaluar la resistencia AH de NGI y concluye que LEIA tiene una alta
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sensibilidad y EHA tiene sensibilidad media; sin embargo, ambas podrian ser
usadas para evaluar el efecto AH de subproductos agroindustriales.

2.6 El cacao (Theobroma cacao) y su uso potencial

El género Theobroma pertenece a la orden Malvales y a la familia Esterculiciae
(L6pez-Andrade et al., 1996).

El arbol del cacao se origin6 probablemente en la selva del Amazonas y; desde
ahi, se extendi6 a Mesoamérica. Mide aproximadamente seis metros de altura y
tiene hojas lustrosas de hasta treinta centimetros de longitud. Durante el afio se
abren unas seis mil flores, pero so6lo unas treinta llegan a formar semillas.
Llamadas también "habas del cacao”, las semillas se encuentran adentro de una
mazorca o pifia rojiza de unos 28 centimetros de longitud. En el cultivo del cacao
son importantes las condiciones ambientales, como la temperatura, la lluvia, el
viento y las horas de sol. En principio, el arbol tiene que desarrollarse bajo la
sombra. No soporta las bajas temperaturas (<21°C). Por otro lado, las
temperaturas muy altas pueden dafiar el arbol; por eso debe estar en la sombra.
La temperatura més adecuada para la floracion es de 25°C. (SIAP, 2012).

El fruto es una baya conocida como mazorca y se forma de la unién de los cinco
carpelos. La forma varia de globosa a fusiforme (Lépez-Andrade et al., 1996).

En México la planta productiva se reconoce instaurada alrededor de los afios 30,
a partir de la introduccién de materiales genéticos conocidos como Forasteros y
Trinitarios, los cuales sufrieron recombinaciones con el material genético
domesticado existente en la regiones de nuestro pais desde la época prehispanica
(cacao Criollo), a este sistema genético se le denomind Complejo Genético
Trinitario (Ramirez-Diaz, 1997).

Actualmente, existe una gran diversidad genética en las poblaciones de cacao
cultivadas en el mundo; sin embargo, estas pueden clasificarse en tres grandes
grupos: Criollos, Forasteros y Trinitarios. El cacao Criollo se les denomina a todas

las variedades de cacao que crecen espontaneamente en el sureste de México y
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Centroamérica; considerados los primeros en ser domesticados en las regiones
calido — humedas, se caracteriza por sus frutos angostos y alargados, con la punta
muy pronunciada.

El cacao Forastero es comunmente representado por el genotipo denominado
Calabacillo se consideran de domesticacion relativamente reciente, al parecer se
comenzaron a producir en Brasil a partir del afio 1740.

La tercera variedad es el cacao Trinitario y se origina de la mezcla de cacaos
Forasteros y Criollos (Lopez-Andrade et al., 2000).

México ocupa el 11° lugar en la producciéon de cacao en grano contribuyendo con
el 1.2% de la produccion mundial (SIAP, 2006). Segun datos preliminares en
septiembre de 2012, los principales estados productores de cacao en México son
Chiapas (9,037 ton), Tabasco (17,237 ton) y Guerrero (210 ton) (SIAP, 2012).

Por otra parte la cosecha del cacao inicia en el mes de septiembre y termina en
diciembre, el segundo periodo inicia en marzo y termina en el mes de mayo
(Cérdova-Avalos et al., 2001).

Dentro de las actividades de la explotacién de esta planta, reviste importancia la
poda periddica y el “deshije” de los arboles; el cual consiste en eliminar los brotes
del tallo y de las ramas; incluyendo ramas secas, enfermas y las entrecruzadas
(Ramirez-Diaz, 1997; Cérdova-Avalos et al., 2001).

Las semillas del cacao contienen cerca de 300 compuestos volatiles, incluyendo
ésteres, hidrocarbolactonas, monocarbonilos, piroles entre otros. También
contiene cerca de 18% de proteina (8% digestible); grasas (manteca de cacao);
aminas y alcaloides incluyendo teobromina (0.5 a 2.7%), cafeina (0.25 a 1.43%),
tiramina, dopamina, salsolinol, trigonelina, acido nicotinico y aminoacidos libres;
taninos, fosfolipidos, etc. La manteca de cacao contiene predominantemente
triglicéridos de acidos grasos, consistentes de acidos oleico (37.3%), estearico
(34.4%), y palmitico (26.2%). Mas de un 73% de los glicéridos estan presentes
como formas monoinsaturadas. En adicion a los alcaloides (principalmente

teobromina), taninos y otros constituyentes (Kalvatchev et al., 1998).
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Los principales subproductos de la explotacion del cacao son la cascara y el
mucilago, mismos que representan cerca de 60% del peso total de la produccion.
El uso del cacao como planta con potencial nutracéutico fue evidenciado por
Nieves-Guerrero (2010) al realizar el andlisis bromatologico de la semilla y la
cascara de T. cacao. El andlisis bromatolégico de la semilla fue el siguiente: MS
(64.95%), PC (15.37%), cenizas (3.61%), extracto etéreo (42.19%), fibra
detergente neutra (20.62%), fibra detergente acida (11.52%), lignina (8.37%);
mientras que en la cascara se encontraron MS (23.57%), PC (6.39%), cenizas
(11.56%), extracto etéreo (5.61%), fibra detergente neutra (62.95%), fibra
detergente acida (52.35%) y lignina (26.98%). La determinacion de compuestos
fendlicos totales (FT) y taninos condensados (TC) en los extractos aceténicos fue
de 8.13% (FT) y 12.49% (TC) para la cascara de cacao mientras que para la
semilla de cacao se encontraron valores de 20.45% (FT) y 58.91% (TC).

Otros autores reportaron la composiciéon fitoquimica de la cascara de cacao
procesadas a partir de extractos metandlicos; donde se demostro la presencia de
saponinas, taninos, alcaloides, flavonoides y esteroides insaturados. Determinaron
y cuantificaron el contenido de teobromina en la cascara el cual fue de 1900 mg/kg
misma que no es nociva para la alimentacion de los animales (Crescente et al.,
1999).
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3. HIPOTESIS

Los extractos acetonicos obtenidos de la cascara y follaje de tres variedades de
Theobroma cacao afectan de manera diferente la eclosion de los huevos de
Haemonchus contortus de los aislados CENID-PAVET-INIFAP y FMVZ, en
condiciones in vitro; debido a que son una fuente de taninos a la cual este NGI no
se encuentra en contacto de manera frecuente y a que los aislados seleccionados

muestran diferente sensibilidad a los extractos de PRT.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Evaluar el efecto antihelmintico in vitro de extractos acetona-agua (70:30 v/v) de la
cascara Yy follaje de tres variedades de cacao (Theobroma cacao) asi como el

potencial nutricional de estos sustratos.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar el efecto antihelmintico de los extractos de la cdscara y follaje
de T. cacao sobre el proceso de eclosion de los huevos de H. contortus de
los aislados CENID-PAVET-INIFAP y FMVZ.

e Determinar el papel de los taninos presentes en los extractos obtenidos de
la cascara y follaje de T. cacao empleando un bloqueador de taninos
(polivinilpolipirolidona-PVPP).

e Determinar la composicion bromatolégica de la céscara y follaje de T.

cacao.
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RESUMEN

El presente estudio evalué el efecto antihelmintico (AH) in vitro de extractos
acetona-agua (70:30 v/v) de la cascara de los frutos y las hojas de tres cultivares
de Theobroma cacao: Azteca (CAZT y HAZT), Calabacillo (CCAL y HCAL) y
Ceylan (CCEY y HCEY) sobre la eclosibn de huevos de dos aislados de
Haemonchus contortus de diferentes regiones de México (CENID-PAVET-INIFAP
y FMVZ-UADY) mediante el ensayo de inhibicion de la eclosion de huevos (EIEH).
Adicionalmenta, para explorar el potencial nutricional de estos cultivares se
realiz6 su analisis quimico proximal. Los huevos del nematodo se obtuvieron de
caprinos donadores infectados artificialmente y fueron incubados en buffer fosfato
salino (Phosphate buffered saline, PBS por sus siglas en inglés) a diferentes
concentraciones del extracto (0, 600, 1200, 2400 y 3600 pug/ml PBS). Se empled
modelo lineal generalizado el analisis de los datos colectados. La concentracion
eficaz 50 (CEsp) fue determinada. El papel de los taninos en el efecto AH de los
extractos fue evaluado usando polivinilpolipirrolidona (PVPP). Los extractos
bloquearon la eclosion en ambos aislados a 1200 pug/ml PBS. El papel de los
taninos en el efecto AH observado so6lo se comprobd6 para el extracto de HCEY en
ambos aislados. Se concluye que los subproductos evaluados representan una
opcion nutracéutica para la alimentacion de pequefios rumiantes y que dichas
fuentes son diferentes en cuanto a la accion AH mostrada sobre huevos de H.

contortus.

Palabras clave: Extractos acetoénicos, variedades de Theobroma cacao, eclosion

de huevos, H. contortus.
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1. Introduccién

A raiz de la resistencia antihelmintica (RA) se han explorado alternativas para el
control de los NGI. El uso de plantas o partes de estas como frutos, hojas y tallos
como AH no convencionales ha demostrado ser una alternativa debido a su
eficacia sobre las diferentes etapas del ciclo bioldégico de estos parasitos. Una
diferencia entre estos nuevos AH y las drogas comerciales es que su efecto es
solamente parcial (Torres-Acosta et al., 2008). Dentro de estas plantas y como
fuente no convencional de alimento se encuentra el cacao (Theobroma cacao).
Conteniendo cerca de 300 componentes volatiles ademas de alcaloides como la
teobromina y taninos (Garzaro et al.,, 1998). El uso del cacao como planta con
potencial nutracéutico fue evidenciado por Nieves-Guerrero (2010) al realizar el
analisis bromatologico de la semilla y la cascara de T. cacao. Encontré la siguiente
composicion quimica: 23.57% MS, 6.39% PC, 11.56% cenizas, 5.61% extracto
etéreo, 62.95% fibra detergente neutra, 52.35% fibra detergente acida y 26.98%
lignina lo que indica que estos materiales eran viables para el consumo de los
rumiantes. El contenido de compuestos fendlicos totales (FT) y taninos
condensados (TC) en los extractos aceténicos fue de 8.13% FT y 12.49% TC
respectivamente, para la cascara de cacao.

Dado que las hojas y cascara de cacao no forman parte de la dieta normal de los
pequefios rumiantes, se presenta la hipétesis que los metabolitos secundarios en
los extractos acetona-agua (70:30 v/v) tendran una elevada actividad AH. La
presente investigacion tuvo como objetivo comparar el efecto AH in vitro de
extractos acetonicos obtenidos de la cascara y de la hoja de tres cultivares de
Theobroma cacao: cacao Azteca (Criollo); cacao Ceylan blanco (Forastero) y
cacao Calabacillo (Trinitario), sobre el proceso de eclosion en huevos de
Haemonchus contortus provenientes de dos regiones de México (CENID-PAVET-
INIFAP y FMVZ-UADY) asi como explorar las propiedades nutricionales de los

cultivares evaluados.
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2. Materiales y métodos.

2.1 Area de coleccidn de muestras vegetales

Las cascaras y las hojas de tres variedades de T. cacao: Trinitario (Azteca),
Forastero (Calabacillo) y Criollo (Ceylan) fueron recolectadas en julio de 2013 en
una plantacion en el municipio del Centro, Tabasco (17°59'21’N 92°55’4170). Las
muestras fueron mantenidas en congelacién, hasta su posterior procesamiento, en
el Laboratorio de Nutricion Animal, del Campus de Ciencias Bioldgicas y

Agropecuarias, de la Universidad Autbnoma de Yucatan.

2.2 Determinacion de la composicién bromatolégica del cacao

Los materiales antes mencionados fueron procesados para determinar su
composicién quimica: proteina cruda (PC), extracto etéreo (EE) y cenizas (AOAC,
1980), fibra detergente neutra (FDN), fibra detergente acida (FDA), lignina
(Ankom?® Fiber analyzer). Ademéas se determinaron fenoles totales (FT) (Folin-
Coicalteu) y taninos condensados (TC) (vainillina) (Makkar, 2003). Estos analisis

sirvieron para describir su potencial como alimento para rumiantes.

2.3 Preparacién de extractos de los materiales colectados

Se usaron 500 g en base fresca de cada materia recolectada (cascara y hojas de
cacao) y se mezclaron con acetona: agua (70/30 v/v) conteniendo acido ascoérbico
(3g LY. La mezcla fue puesta en bafio de ultrasonido durante 20 min (Branson
model 5510). Posteriormente, la mezcla fue filtrada empleando papel filtro
comercial (niumero 50). La mezcla fue lavada dos veces con diclorometano

(relacion 1:1) para remover pigmentos y lipidos. La acetona se removio del
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extracto por medio de un rotoevaporador asistido por vacio (<60 °C; Buchi modelo
B-480). La fraccién acuosa obtenida fue liofilizada con un equipo UL Standard
6101023, labconco ® y almacenada en frascos de vidrio sellados a 4 °C hasta su
uso. Se obtuvieron seis extractos: cascara Ceylan (CCEY), cascara Azteca
(CAZT), cascara Calabacillo (CCAL), hoja Ceylan (HCEY), hoja Azteca (HAZT) y
hoja Calabacillo (HCAL).

2.4 Infeccién de animales donadores

Se emplearon dos aislados de H. contortus; uno proveniente de ovinos en
pastoreo de la region centro de México (CENID-PAVET-INIFAP) y otro proveniente
de caprinos en pastoreo de vegetacion nativa de la region sureste de México
(FMVZ-UADY); ambos aislados susceptibles a bencimidazoles. Para la obtencion
de huevos frescos de H. contortus se realizaron infecciones artificiales en dos
caprinos donadores, uno por cada aislado empleado. Los caprinos donadores
fueron previamente desparasitados, empleando dos antihelminticos de amplio
espectro (bencimidazol 20 mg kg™ y levamisol 12 mg kg). Diez dias después de
la desparasitacion, los animales fueron infectados con 4000 larvas infectantes de
cada uno de los aislamientos. Estos animales fueron mantenidos dentro de jaulas
individuales elevadas, para evitar infecciones con otros NGI. Al dia 28
postinfeccién, se colectaron muestras de heces para ser procesadas empleando la
técnica de McMaster con el fin de corroborar la patencia de la infeccion y
determinar la carga parasitaria (huevos por gramo de heces). Los animales fueron
alimentados con de 3 kg de pasto de corte (Pennisetum purpureum) y 300 g

alimento balanceado en forma diaria, ademas de agua ad libitum.
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2.5 Ensayo de inhibicion en la eclosién de huevos (EIEH)

Se evaluo el efecto antihelmintico de los seis extractos acetona-agua (70:30) de
las cascaras y de las hojas de T. cacao sobre la eclosion de los huevos mediante
el EIEH (Hoste et al., 2006). En un tubo de 50 ml fue pesado 0.160 g de cada
extracto y diluido en 16 ml de PBS, para obtener una solucion madre a 10,000
pg/ml de buffer (Phosphate buffered saline o PBS por sus siglas en Inglés). Se
emplearon placas de 24 pozos para incubar los huevos de H. contortus con los
extractos de cada planta. Para cada extracto se evaluaron las concentraciones de
300 pg, 600 ug, 1200 ug, 2400 ug, 3600 ug y 4800 pg de extracto por ml de PBS.
Se empled PBS sin extracto como control negativo. En cada pozo se colocaron las
soluciones a diversas concentraciones empleando la solucibn madre y PBS en
distintas proporciones. Posteriormente 1ml de la suspension con huevos (200
huevos/ml) fue adicionada en cada uno de los pozos (volumen final de 2 ml). Las
placas con los huevos fueron incubadas durante 48 horas a 28 °C. Transcurrido el
tiempo de incubacion, se agregd dos gotas de una solucién de Lugol en cada uno
de los pozos, esto con el propdsito de detener el proceso de eclosion, matar a las
larvas y tefirlas.

El contenido de cada pozo fue recuperado para realizar el conteo de los huevos y
larvas empleando una camara de McMaster, para facilitar el conteo al microscopio
empleando un aumento 10x. Los resultados fueron ubicados en tres categorias:
huevos, huevos larvados y larvas. Se realizaron 6 réplicas por cada una de las
concentraciones evaluadas. Se determind el porcentaje de eclosion en cada uno

de los pozos empleando la formula:
%Eclosion = (niumero de huevos /Total de huevos + larvas) x 100

Para determinar la influencia de los taninos sobre el proceso de eclosion de los
huevos, los extractos fueron incubados con un secuestrante de taninos
(polivinilpolipirrolidone, PVPP) empleando una concentracion de 0.05 g de PVPP
por cada ml de solucién de extracto. Las soluciones de extracto + PVPP fueron
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incubadas durante 2 horas a 24 °C. Transcurrido el tiempo de incubacion, los
tubos con el extracto fueron centrifugados a 3500 rpm por 5 min. El sobrenadante
(libre de taninos) fue recuperado y empleado para realizar una segunda serie de
placas como se describié anteriormente evaluando las concentraciones de 3600ug
sin PVPP, 3600ug con PVPP y PBS como control negativo. Se realizaron 6

réplicas de cada concentracidn y se determind en porcentaje de eclosion.

2.6 Analisis de datos

La dosis-efecto de los extractos sobre el proceso de eclosion fue estimada
mediante Modelos Lineales Generalizados (MLG) determinando diferencias
significativas entre el control negativo (PBS) y las diferentes concentraciones
evaluadas. Los datos obtenidos de la prueba de PVPP fueron analizados con un
MLG para determinar las diferencias entre los resultados del control negativo
(PBS) y los de 3600 pg/ml PBS o los de 3600 pg/ml PBS + PVPP. Mediante el
programa estadistico Statgraphics 5.1 (Statgraphics, 2001).

Adicionalmente se determinaron las concentraciones eficaces al 50% (CEsp) y sus
intervalos de confianza al 95% mediante un analisis PROBIT empleando el

programa PoloPlus (LeOra software, 2003).

La composicion quimica de las diferentes variedades de cacao no fue comparada
estadisticamente ya que Unicamente se analizO 1 muestra por variedad. Se
presentan los resultados Unicamente con fines descriptivos y para contribuir al
conocimiento de su valor nutricional ya que existe informacion limitada sobre estas

plantas.
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3. Resultados

3.1 Analisis bromatologico

Las hojas de cacao presentaron mayor cantidad de PC, siendo estos mismos
ligeramente mas altos en EE. En contraste la cdscara de cacao presento6 la menor
cantidad de PC y EE (Cuadro 1). El andlisis del contenido de fenoles muestra que
en general las hojas de los cultivares evaluados presentan un mayor contenido de
FT comparado con las cascaras. Sin embargo, el contenido de TC fue mas
variable al encontrarse en las hojas el menor (HAZT: 7.01%) y el mayor valor
(HCAL: 37.61%).

3.2 Resultados del ensayo de inhibicidn en la eclosién de huevos (EIEH)

Los resultados del control negativo (PBS) muestran rangos de eclosién de H.
contortus de 88.88% hasta 96.93% para el aislamiento CENID-PAVET-INIFAP y
de 83.79% hasta 97.50% para el aislamiento FMVZ.

En la evaluacién de los extractos contra el aislamiento del centro del pais CENID-
PAVET-INIFAP se encuentra que el extracto CCEY (cascara de Ceylan) muestra
una accion AH sobre la eclosion arriba del 50% (49.46% de eclosion) en la
concentracion de 1200 pg/ml de PBS.

Los extractos mas eficaces a concentracion de 3600 pg/ml de PBS contra el
aislado CENID-PAVET-INIFAP fueron: HAZT (3.63%), CCEY (13.57%) y HCAL
(29.46%); los menos eficaces fueron CCAL (53.70%), HCEY (49.64%) y CCAL
(45.23%) (Cuadro 2).

La accion AH contra la eclosion del aislamiento local FMVZ se hace evidente en
los extractos CCEY y CCAL (Cascara Calabacillo) en la concentracion de 1200
pg/ml de PBS.

Los extractos mas eficaces a concentracion de 3600 pg/ml de PBS contra el
aislado FMVZ fueron HAZT (5.53%), CAZT (8.04%%), CCAL (9.42%), CCEY
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(12.29%) y HCAL (21.52%). El menos eficaz para este aislado fue HCEY (41.57%)
(Cuadro 3).

3.3Resultados de la prueba de PVPP

La segunda serie de ensayos de inhibicién de la eclosion de huevos, con y sin la
adicion de PVPP, se realiz6 para confirmar el papel de los polifenoles en la
actividad AH, observada en los extractos a la concentracion de 3600 pg/ml de
PBS. Los controles negativos (PBS), para el aislado CENID-PAVET-INIFAP,
mostraron un rango de 90.64% hasta 97.86% de eclosion; mientras que para el
aislado FMVZ el rango de eclosion fue desde 70.72% hasta 96.52%.

El uso de PVPP muestra que los compuestos polifenélicos de los extractos, tanto
de cascara como de hoja de T. cacao, no tienen una acciéon AH sobre la eclosién
de huevos de H. contortus, en la mayoria de los extractos, y que esta accion AH,
incluso se ve mejorada cuando se bloquean los compuestos polifendlicos en
ambos aislamientos; por lo tanto, en el aislamiento CENID-PAVET-INIFAP y FMVZ
en el extracto HCEY, se puede decir que los compuestos polifendlicos si jugaron
un papel en la accion AH encontrada (Cuadro 4 y 5). Mostrando que los taninos no
son los responsables de la actividad AH, en la totalidad de los extractos

evaluados.

3.4 Concentracion eficaz 50 (CEsp)

En el cuadro 6, se muestra la interaccion de la CEso en ambos aislados
estudiados (CENID-PAVET-INIFAP y FMVZ). Se indican los extractos con
diferencia significativa entre ambos aislados: CAZT y CCAL.

Los extractos mas eficaces en contra de CENID-PAVET-INIFAP son CCEY (CEso
=1304.99 ug) y HAZT (CEso = 1618.89 pg). Contra el aislado FMVZ, los extractos
mas eficaces fueron CCAL (CEso = 1223.66 ug), CAZT (CEso = 1533.53 pg) vy
CCEY (CEs0=1544.39 pug).
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Cuadro 1. Resultados del analisis bromatoldgico de las hojas y cascaras de los cultivares de T. cacao estudiados (%
base seca) incluyendo porcentaje de fenoles totales (FT), fenoles no taninos (F no T), taninos totales (TT) y taninos

condensados (TC)

Mﬁtigigge FC FDN FDA C PC EE Lignina (FT)* (FnoT)* (TT)* (TC)*
CCEY  36.13 63.38 4950 943 533 062 2200 1.38 0.64 0.74 1450
CAZT 3250 65.34 4840 1042 539 041 2014 1.79 0.77 1.02  10.49
CCAL  32.64 6447 4945 1035 4.62 048 2232 161 0.59 1.02 1471
HCEY  34.68 64.43 4508 935 10.81 1.02 18.99  2.89 1.07 1.82  13.98
HAZT 3575 66.91 47.29 9.66 10.38 1.20 18.33 3.34 1.01 233  7.01
HCAL  30.14 60.67 42.05 1250 941 214 19.19 3.24 1.40 184 37.61

MS: materia seca, FC: fibra cruda, FDN: fibra detergente neutra, FDA: fibra detergente acida, C: cenizas, PC: proteina cruda, EE: extracto
etéreo. CCEY: cascara Ceylan, CAZT: cascara Azteca, CCAL: cascara Calabacillo, HCEY: hoja Ceylan, HAZT: hoja Azteca y HCAL: hoja
Calabacillo.

* F equivalente a acido Tanico

** Vainillina= equivalente a catequina

41



Cuadro 2: Efecto in vitro de las dosis de los extractos de Theobroma cacao sobre
el porcentaje de eclosion de huevos de Haemonchus contortus aislamiento
CENID-PAVET-INIFAP.

Dosis (ug/ml de PBS: Phosphate Buffered Saline)
Extracto PBS 300 600 1200 2400 3600 EE

HAZT 96.64 94.08 94.45 73.75*  16.08* 3.63* 3.19
HCEY 95.55 93.17 90.79 70.30*  59.68*  49.64* 2.31
HCAL 94.88 93.66 91.81 79.35* 60.85*  29.46* 3.70
CAZT 88.88 93.39 92.29 80.95 65.04*  53.70* 3.01
CCEY 96.93 96.62 87.92 49.46*  34.14*  13.57* 8.09
CCAL 96.36 96.10 86.31 76.27*  54.59*  45723* 3.61

HAZT (hoja de cacao Azteca), HCEY (hoja de cacao Ceylan), HCAL (hoja de cacao Calabacillo),
CAZT (céascara de cacao Azteca), CCEY (cascara de cacao Ceylan), CCAL (cascara de cacao
Calabacillo y EE (error estandar de la media). (*) Indica la diferencia estadistica significativa entre

la dosis con respecto al control (PBS).

Cuadro 3: Efecto in vitro de las dosis de los extractos de Theobroma cacao sobre
el porcentaje de eclosién de huevos de Haemonchus contortus del aislado FMVZ

Dosis (ng/ml de PBS: Phosphate Buffered Saline)

Extracto PBS 300 600 1200 2400 3600 EE

HAZT 83.79 85.12 82.30 69.22*  48.12*  5.53* 2.28
HCEY 97.50 96.36 94.27 81.05* 58.84* 41.57* 1.67
HCAL 87.40 91.16 94.42 70.81* 61.61* 21.52* 5.66
CAZT 97.30 94.86 87.94 60.85* 31.05* 8.04* 3.74
CCEY 94.07 96.15 86.16 49.36* 38.51* 12.29* 4.72
CCAL 92.33 92.91 72.49*  43.10* 24.49* 9.42* 3.85

HAZT (hoja de cacao Azteca), HCEY (hoja de cacao Ceylan), HCAL (hoja de cacao Calabacillo),
CAZT (céscara de cacao Azteca), CCEY (cascara de cacao Ceylan), CCAL (cascara de cacao
Calabacillo) y EE (error estandar de la media). (*) Indica la diferencia estadistica significativa entre

la dosis con respecto al control (PBS).
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Cuadro 4: Porcentaje de eclosion de huevos de H. contortus (CENID-PAVET-

INIFAP) expuestos a extractos de hoja y cascara de T. cacao con y sin PVPP

Extracto PBS 3600 PVPP EE

HAZT 97.86 0.36* 0* 0.32
HCEY 91.76 3.36* 31.20* 1.53
HCAL 95.90 5.95* 3.97* 1.21
CAZT 93.03 0.66* 0* 0.77
CCEY 95.86 3.77* 4.65* 2.13
CCAL 90.64 8.16* 0* 1.12

HAZT (hoja de cacao Azteca), HCEY (hoja de cacao Ceylan), HCAL (hoja de cacao Calabacillo),
CAZT (céscara de cacao Azteca), CCEY (cascara de cacao Ceylan), CCAL (cascara de cacao

Calabacillo) y EE (error estadndar de la media). (*) En la misma fila Indica diferencia significativa en

comparacion con su control. EE (error estandar de la media)

Cuadro 5: Porcentaje de eclosion de huevos de H. contortus (FMVZ) expuestos a
extractos de hojay cascara de T. cacao con y sin PVPP

Extracto PBS 3600 PVPP EE

HAZT 74.83 3.85*% 10.12* 2.19
HCEY 96.52 3.35*% 29.71* 2.04
HCAL 74.79 0.41* 2.21* 0.95
CAZT 72.57 16.49* 7.17* 2.00
CCEY 71.84 5.39* 0.5* 1.34
CCAL 70.72 8.60* 0.09* 0.69

HAZT (hoja de cacao Azteca), HCEY (hoja de cacao Ceylan), HCAL (hoja de cacao Calabacillo),
CAZT (céascara de cacao Azteca), CCEY (cascara de cacao Ceylan), CCAL (cascara de cacao
Calabacillo) y EE (error estandar de la media). (*) En la misma fila Indica diferencia significativa

en comparacion con su control. EE (error estandar de la media)
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Cuadro 6. Concentracion eficaz 50 (CEso) e intervalos de confianza al 95%,
obtenidos de los diferentes extractos evaluados de T. cacao, sobre la eclosion de

huevos de dos aislamientos de H. contortus.

Extracto Aislamiento
CENID-PAVET-INIFAP FMVZ
HAZT 1618.89° 2282.89%
(1470.72 a 1767.24) (1435.84 a 2579.49)
HCEY 3316.65°% 3070.70%
(2845.56 a 3988.72) (2826.11 a 3378.02)
HCAL 2558.73% 2801.32%
(2239.23 a 2877.60) (2571.17 a 3100.34)
CAZT 4174.37% 1533.53°
(3529.71 a 5374.81) t (1296.77 a 1749.42)
CCEY 1304.99°% 1544.39%
(989.82 a 1655.18) (1252.36 a 1858.95)
CCAL 3378.45% 1223.66°
(2782.37 a 4315.61) (983.51 a 1460.37)

HAZT (hoja de cacao Azteca), HCEY (hoja de cacao Ceylan), HCAL (hoja de cacao Calabacillo),
CAZT (céscara de cacao Azteca), CCEY (cascara de cacao Ceylan), CCAL (cascara de cacao
Calabacillo)

Tintervalo de confianza al 95%. Diferentes literales indica diferencias significativas entre columnas
(P> 0.05)

4 Discusion

El presente trabajo comparo el efecto AH in vitro de los extractos acetona-agua
(70:30 v/v) de cascara y hoja de tres cultivares de T. cacao: Azteca, Calabacillo y
Ceylan; sobre la eclosion de los huevos de H. contortus de dos aislamientos
resistentes a los antihelminticos comerciales y de diferentes regiones de México
(CENID-PAVET-INIFAP y FMVZ) mediante el Ensayo de Inhibicién de la Eclosién
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de los Huevos (EIEH); asi como explorar el potencial nutricional de los cultivares
de cacao estudiados.

Composicion quimica

Valores similares del analisis bromatolégico de las cascaras de los tres cultivares
evaluados han sido reportados por Nieves-Guerrero et al. (2010). Valores para
otros componentes de la cascara fueron reportados por Crescente et al. (1999);
quienes al realizar un andlisis quimico a la cascara de cacao en Venezuela
encontraron los siguientes: 8.69% proteinas, 1.40% grasa, 60.14% materia
organica y 5.51% minerales que revelan el potencial de la cascara de cacao en la
elaboracion de dietas para animales y como fertilizante organico de numerosos
cultivos. Pouomogne et al. (1997) reportaron los siguientes valores para la cascara
de cacao: 17% humedad, 10.8% proteina cruda, 2.4% grasa cruda y 13.9%
cenizas. Sin embargo, no se encontraron reportes de valores para el follaje de
cacao por lo que los resultados aqui reportados contribuyen a la valoracion de su

potencial como nutracéutico.

Efecto antihelmintico

La técnica utilizada (EIEH) presenta una sensibilidad media para determinar el
efecto AH de extractos aceténicos sobre NGI en comparacion con la técnica de
inhibicion del desenvaine que es altamente sensible (Vargas-Magafia et al., 2013).
Sin embargo fue seleccionada debido a que Ilas muestras estudiadas
corresponden a fuentes no convencionales de AH, por lo tanto,
independientemente de la sensibilidad de la prueba, se esperaria un efecto AH
como efecto de que los aislados provienen de animales que no estuvieron en

contacto previo con dicha fuente.
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Los resultados de la evaluacion in vitro confirmaron la diferencia en el efecto AH
entre los extractos acetona-agua (70:30 v/v) de las hojas y la cascara entre los
cultivares de T. cacao evaluados sobre la eclosion de los huevos de H. contortus.
Vargas-Magafia et al. (2013) evaluaron la eclosion de H. contortus del aislamiento
CENID-INIFAP expuesto a extractos acetona-agua obtenidos de diferentes follajes
ricos en taninos (Lysiloma latisiliquum, Laguncularia racemosa, Rizophora mangle
y Acicennia germinans) y subproductos agroindustriales (semilla y cdscara de T.
cacao y Coffea arabica) en concentraciones similares a las evaluadas en esta
investigacion; y descubrieron que los extractos de R. mangle y de la cascara de T.
cacao bloquearon la eclosion a iguales o superiores a 1200 ug/ml de PBS. Los
datos mostrados en esta evaluacion confirman una inhibicion de la eclosion similar
para un extracto de cascara (CCEY, 49.46% de eclosion a 1200 ug/ml de PBS),
contra el mismo aislado de H. contortus. Los extractos restantes presentaron
efecto AH sobre la eclosion a la méxima concentracion evaluada contra el mismo
aislado a excepcion de CAZT el cual permitié 53.70% de eclosion. Lo que pone en
evidencia diferencias entre los cultivares de T. cacao estudiados.

Por otra parte la accibn AH fue muy distinta contra el aislado FMVZ en el cual,
ademas del extracto CCEY, se sumoO el extracto CCAL; 49.36% y 43.10% de
eclosion respectivamente en la concentracion 1200 pg/ml de PBS ademas de dos
extractos que mostraron inhibicion de la eclosién por encima del 50% a 2400 pg/ml
de PBS.

La diferencia entre el efecto de las dosis puede deberse a que la naturaleza de los
compuestos presentes no siempre es conocida. Es sabido que para plantas de la
misma especie, el contenido de metabolitos secundarios de las plantas (MSP) es
altamente variable en calidad y cantidad, debido a la genética y/o los efectos del
ambiente (Makkar et al., 2006). Algunos ejemplos de los efectos genéticos son la
localizacion diferenciada de los PSM en los diferentes tejidos, diferencias entre
cultivares y la edad fenolégica. Ejemplos de los efectos del ambiente son las
condiciones del suelo, el agua y la luz, condiciones ambientales adversas y

aumento de la depredacion por la herbivoria (Hoste et al., 2008)
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Otra fuente de variacion se refiere al modo de preparacién de los extractos en la
composicién de las drogas de las plantas (extraccion, decoccion, infusion, etc.)
(Lahlou, 2004), la cual es minimizada al elaborar los extractos con un mismo
procedimiento y en un corto plazo de tiempo. No obstante, la inconsistencia en la
actividad AH entre los extractos de las diferentes variedades de cacao, puede
sugerir que existe variabilidad de las estructuras quimicas de los taninos
condensados y otros compuestos contenidos en los extractos evaluados tal como
se ha detectado al evaluar diversas variedades de mangle (Molan et al., 2003;
Hoste et al., 2006).

Aun cuando la literatura dice que, a mayor cantidad de TC se espera un mayor
efecto AH (Paolini y Hoste, 2006; Nieves-Guerrero et al., 2010), y que en esta
evaluacion la muestra HCAL mostré la mayor cantidad de TC (37.61%). Los
niveles mas altos en la inhibicion de la eclosion de los huevos de H. contortus,

fueron observados en los extractos que no tuvieron elevada concentracion de TC.

Papel de los TC en la actividad AH

Las plantas ricas en taninos han sido evaluadas por su efecto sobre los NGI de los
rumiantes (Hoste et al., 2006). Se ha reportado que los taninos pueden mejorar la
resiliencia y la resistencia de los ovinos y caprinos infectados con NGI (Paolini y
Hoste, 2006).

La prueba EIEH con y sin PVPP demostré que los compuestos polifenélicos no
siempre son los responsables de la accion AH, en los extractos evaluados. Esto
debido a que la accion AH observada solo puede ser atribuida a este tipo de MSP,
en unos de los extractos (HZAI) para ambos aislamientos.

La actividad antihelmintica de los extractos de plantas se puede deber a los
metabolitos secundarios, que pueden extraer de la materia cruda de las mismas
(Dominguez, 1979). Otra explicacion es que en las plantas pueden contener,
ademas de taninos, diversas compuestos secundarios, algunos de los cuales
podrian ser extraidos conjuntamente con los compuestos fenélicos y que también

pueden tener un efecto AH (Barrau et al., 2005).
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Conclusidn

La evidencia recabada en esta investigacion confirma la existencia de diferencias
en la accion AH de los extractos de T. cacao, de los cultivares evaluados, sobre la
eclosion de H. contortus. Ademas, que estos cultivares representan una opcion
viable para la alimentacién de pequefios rumiantes, o que permite proponer el uso
de cultivares especificos, como elementos nutracéuticos en la dieta de ovinos y
caprinos. Sin embargo, se espera ampliar la investigacion hacia los metabolitos

secundarios implicados en la accion AH encontrada.
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