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Resumen

El objetivo de este estudio fue analizar las propiedades nutricionales y evaluar la actividad antihelmin-
tica in vitro de T. diversifolia contra huevos de Haemonchus contortus. Se realizé un perfil fitoquimico,
un analisis proximal y un FTIR para conocer los tipos de compuestos, composicion quimica y grupos fun-
cionales presentes en las muestras. Ademas, se realizaron pruebas de digestibilidad in situ. El mayor con-
tenido de proteina fue encontrado en hojas (34,6 %), del mismo modo, ésta, presentd la mas alta tasa
de digestibilidad (97,6 %). El mayor contenido de fibra detergente acida correspondio a los tallos con
un 37,5 %. Los grupos funcionales detectados fueron hidroxilo (-OH), carbonilos (C=0), tipicos de los com-
puestos observados en el perfil fitoquimico. La actividad antihelmintica de los extractos obtenidos de T.
diversifolia fueron sometidos a la prueba de eclosién de huevos sobre H. contortus; los extractos fueron
probados a las concentraciones de 75 pug/mL, 150 pg/mL, 300 pg/mL y 600 pg/mL. Los resultados de la
prueba de inhibicion, de la eclosién muestran que el extracto de flores obtuvo el mayor porcentaje de
inhibicion (100 %), comparado con el 90 % del extracto de hojas a la concentracion de 600 pg/mL. Los
correspondientes valores de CL,, (Concentracion Letal) fueron de 107,3 ug/mL y 464,1 pug/mL, respecti-
vamente. Las propiedades nutricionales de T. diversifolia en funcién de las proteinas y la actividad anti-
helmintica observada en los extractos acuosos, muestran el alto potencial que representa para alimen-
tacién y salud de rumiantes en el trépico mexicano.

Palabras clave: Fitohelmintico, nematodos gastrointestinales, nutracéutico, Tithonia diversifolia, Hae-
monchus contortus.

Nutritional and phytohelminthic potential of the aqueous extracts of Tithonia diversifolia (Asteraceae)
in sheep in the Mexican tropics

Abstract

The objective of this study was to analyze the nutritional properties and evaluate the in vitro anthel-
mintic activity of T. diversifolia on Haemonchus contortus eggs. A phytochemical profile, a proximal
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analysis and an FTIR T were performed to know the types of compounds, chemical composition and func-
tional groups present in the samples. In addition, digestibility tests were performed out in situ. The hig-
hest protein content was found in leaves (34.6 %), in the same way, it presented the highest digesti-
bility rate with (97.6 %). The highest content of acid detergent fiber corresponded to the stems with
37.5 %. The functional group detected were hydroxyl (-OH), carbonyls (C=0), typical of the compounds
observed in the phytochemical profile. The anthelmintic activity of the extracts obtained from T. di-
versifolia were subjected to the egg hatching test on H. contortus. The extracts were tested at con-
centration of 75 pg/mL, 150 pg/mL, 300 pg/mL and 600 pg/mL. The results of the hatching inhibition
test show that the flower extract obtained highest percentage of inhibition 100 % compared to 90 %
of the leaf extract at the concentration of 600 ug/mL. The corresponding LC,, values were 107.3 pg/mL
and 464.1 pyg/mL respectively. Nutritional properties of T. diversifolia as a function of proteins and the
anthelmintic activity observed in aqueous extracts show the high potential that it represents for fee-
ding ruminants health in the Mexican tropics.

Keywords: Phytohelmintic, gastrointestinal nematode, nutraceutical, Tithonia diversifolia, Haemonchus

contortus.

Introduccion

En las areas tropicales, los arboles y arbustos
son una fuente importante de forrajes, no so-
lamente porque mantienen su follaje por un
periodo mas prolongado en comparacion con
los forrajes convencionales (gramineas), sino
también porque en estas areas se encuentra el
60 % del total de la poblacién de ganado
mundial (Canul-Solis et al., 2018). En areas
tropicales el pastoreo de gramineas es el sis-
tema de alimentaciéon que prevalece en la
produccién de pequefos rumiantes (Casta-
feda-Serrano et al., 2018). Sin embargo, estas
especies forrajeras presentan limitaciones nu-
tricionales; por ejemplo, bajos niveles de pro-
teina (6 % a 14 %), alto contenido de fibra de-
tergente neutra (FDN) y baja digestibilidad
(Rojas-Schroeder et al., 2017). Estos factores
traen como consecuencia bajo consumo de
materia seca (MS), provocando bajos indices
productivos y reproductivos de los animales.

Otra de las limitantes de importancia econé-
mica en la produccién de pequefios rumian-
tes bajo las condiciones tropicales es la in-
feccion por nematodos gastrointestinales
(NGI), que se refleja en la baja conversion ali-
menticia, muerte de animales, reduccion de
los parametros productivos y reproductivos,

ademads de altos costos para su control (Se-
pulveda-Vazquez et al., 2018). En las ultimas
décadas, las infecciones por NGI han sido
controladas con antihelminticos (AHs) de di-
ferentes grupos quimicos, bencimidazoles,
imidazotiazoles, lactonas macrociclicas, deri-
vado de amino-acetonitrilo y espiroindoles
(Kenyon et al., 2016). Sin embargo, el uso re-
gulary excesivo de los AHs ha contribuido al
desarrollo generalizado y rapido de resis-
tencia antihelmintica en muchas de las espe-
cies de NGl y actualmente se ha extendido en
todo el mundo (Whittaker et al., 2017), limi-
tando la eficacia de los AHs para el control de
las infecciones por NGI. Otro tema impor-
tante relacionado con el uso de los AHs, es
que sus residuos pueden encontrarse en pro-
ductos de origen animal, como carney leche
y ademds contaminar el suelo y el agua
(Kang et al., 2017).

El uso de especies arboreas nativas que pro-
porcionan forraje para la alimentacion ani-
mal y que ademas presentan algunos meta-
bolitos con accion antihelmintica representa
una opcion para superar esta problematica,
ya que el forraje que aportan es de buena ca-
lidad nutricional y a diferencia de los pastos,
siguen produciendo en la época seca. Ade-
mas, contienen compuestos secundarios (CS)
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con potencial para mejorar la salud y nutri-
cion animal. Por ejemplo, los CS que prote-
gen a las plantas de depredadores y plagas,
también favorecen los procesos celulares y
metabdlicos de los hospederos herbivoros
(Sepulveda Velazquez et al., 2018).

Tithonia diversifolia Hems| (Asteraceae), tam-
bién conocida como girasol mexicano, es un
arbusto perenne o anual y se encuentra dis-
tribuida ampliamente en climas tropicales y
subtropicales. Tradicionalmente, todas las
partes de la planta especialmente las hojas,
han sido ampliamente usadas por diferentes
culturas para tratar un amplio espectro de pa-
decimientos y enfermedades que van desde
la aplicacion tépica, desérdenes musculo-es-
queléticos, abscesos, condiciones dermatolo-
gicas, dolor de estémago, diabetes, malaria,
fiebre, hepatitis y enfermedades infecciosas
(Ajao y Moteetee, 2017). En Kenia, esta es-
pecie es también usada en la medicina tradi-
cional contra ectoparasitos en el ganado y
para incrementar el consumo de alimento
(Chagas-Paula et al., 2012). T. diversifolia,
también es usada en la alimentacion animal
porque es una especie con alta capacidad de
producciéon de biomasa (30-70 t/h depen-
diendo de la densidad de siembra) y rapida
recuperacion después del corte (Mejia-Diaz
et al., 2017). Las hojas y flores muestran un
alto indice de calidad nutritiva (Osuga et al.,
2012), sugiriendo que puede ser usada como
forraje para diferentes especies animales
(Castaneda-Serrano et al., 2018). En efecto, la
suplementacion del ganado con T. diversifo-
lia proporciona efectos benéficos incluyendo
incremento de la ganancia de peso y pro-
duccién de leche (Katongole et al., 2016).
Diversos autores han reconocido el potencial
de T. diversifolia para ser utilizada en la ali-
mentacion de diferentes especies animales
por su valor nutricional, superior al de las gra-
mineas tropicales, mejorando la degradabi-

lidad de la MS de la dieta en comparacién a
sistemas convencionales favoreciendo la pro-
ductividad animal y la rentabilidad del sis-
tema (Mejia-Diaz et al., 2017).

El género Thitonia es una importante fuente
de ingredientes naturales, particularmente
lactonas sesquiterpénicas, diterpenos y flavo-
noides (Chagas-Paula et al., 2012). Las lactonas
sesquiterpénicas son reconocidas por su am-
plio espectro de actividad biolégica, inclu-
yendo actividad significativa contra parasitos
protozoarios tropicales (Toledo et al., 2014).
Esta especie es ampliamente usada en la me-
dicina tradicional a nivel mundial. Ademas, T.
diversifolia se vuelve potencialmente impor-
tante para la produccion de fitofarmacos y
para la utilizacién en la alimentacién de ru-
miantes, por su produccién a gran escala 'y por
la facilidad de reproduccion. En México, exis-
ten muy pocos trabajos respecto a la investi-
gacién de las propiedades nutricionales y me-
dicinales que posee T. diversifolia, por tanto,
el objetivo de este estudio fue analizar las pro-
piedades nutricionales y evaluar la actividad
antihelmintica in vitro de T. diversifolia contra
huevos de Haemonchus contortus.

Material y métodos

Localizacion

El trabajo se realiz6 en el laboratorio de et-
noveterinaria de la Universidad Popular de la
Chontalpa (UPCH), ubicada en el km 2,0 de la
carretera Cardenas-Huimanguillo. Geografi-
camente se localiza entre las coordenadas
18° 0" de latitud norte; y 93° 23’ de longitud
oeste, a una altitud de 10 m s.n.m. Tiene un
clima cdlido hiumedo con abundantes lluvias
en verano y un rango de temperatura 26-28 °C.
El tipo de suelo predominante es el vertisol
(INEGI, 2011).
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Colecta del material vegetal

Las hojas, flores y tallos de T. diversifolia fue-
ron colectadas en el municipio de Cardenas,
Tabasco (México), durante el mes de agosto
del afio 2017, en una plantacion silvestre ubi-
cada entre las coordenadas 18° 0’ de latitud
norte y 92° 25’ de longitud oeste. El tipo de
clima de esta area es calido humedo con abun-
dantes lluvias en verano y un rango de tem-
peratura de 30-32 °C. El material vegetal fue
cortado entero (toda la planta) y posterior-
mente se hizo la separacion de cada 6rgano
para el secado, obteniéndose: 500 g de hojas,
100 g de flores y 950 g de tallos, de esta ma-
nera se colectd una muestra Unica sin réplica.

Obtencion del extracto

El material vegetal fue secado en una estufa
ECOSHEL® (modelo HV-50) durante 48 h a
una temperatura de 40 °C, el material fue re-
movido dos veces al dia para lograr un se-
cado uniforme. Una vez seco el material, se
procedié a molerlo por medio de un molino
eléctrico GRINDER® (modelo DF-15), hasta
obtener un tamafo de particula de 250 um.
Posteriormente se midieron en una probeta
100 mL de agua destilada y se colocaron en
un vaso de precipitado de 250 mL y se llevé
a ebullicion; alcanzada esta temperatura se le
adicionaron 5 g de polvo de hojas (infusion
de hojas), flores (infusion de flores) y tallo (in-
fusién de tallos) de T. diversifolia y se dejé
enfriar para luego filtrar la solucién. La so-
lucion final fue envasada en viales para su ul-
tracongelacion a —20 °C. Posteriormente fue
sometido al proceso de liofilizacién en un
equipo LABCONCO® (modelo 117) para la
obtencion del extracto y almacenado a 4 °C
hasta su uso.

Caracterizacion quimica

El contenido de MS se obtuvo mediante se-
cado en una estufa ECOSHEL® (modelo 9023)
a 60 °C durante 72 h, la proteina cruda (PC)
se determiné mediante la técnica de micro
Kjeldahl usando el factor N x 6,25 (AOAC,
1999), el contenido de ceniza se determino
por incineracion a 550 °C durante 4 h, la FDN
y la fibra detergente acida (FDA) se determi-
naron de acuerdo con la técnica de Van So-
est et al. (1999), usando un analizador de fi-
bra Ankom 2000®.

Digestibilidad in situ (DIS)

La evaluacién in situ se realizé en el rancho
del Colegio de Postgraduados Campus Ta-
basco, ubicado en el km 25 de la carretera
Cardenas-Coatzacoalcos. Se utilizaron tres
bovinos machos cruzados y fistulados en el
rumen alimentados con pasto estrella (Cyno-
don plectostachyus) que fueron asignados a
tres tratamientos con tres réplicas en un di-
sefio completamente al azar. T1: Hojas de T.
diversifolia; T2: Flores de T. diversifolia 'y T3:
tallos de T. diversifolia. Para evaluar la DIS se
utilizo la técnica de bolsa de nylon (Mehrez
y @rskov, 1977), empleando bolsas de (5 cm
x 10 cm con un tamafo de poro promedio de
50 um). Estas bolsas se secaron previamente a
60 °C por 24 h, hasta llevarlas a un peso cons-
tante. En cada bolsa se colocaron 5 g de MS de
cada muestra; las bolsas fueron colocadas en
la porcion ventral del rumen y sujetadas a
una cadena. Las bolsas fueron retiradas del
rumen a las 48 h después de incubadas y pos-
teriormente se lavaron a chorro circulante a
baja presién, hasta que el agua salié igual de
cristalina, las bolsas con los residuos se secaron
en una estufa de desecacion a 60 °C durante
48 h. La DIS de cada periodo de incubacién se
estimé mediante la siguiente ecuacion:

DIS =

Cantidad inicial de la muestra— Residuo después de la incubacion «
Cantidad inicial de muestra

100
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Perfil fitoquimico

Las pruebas fitoquimicas para detectar la
presencia de alcaloides, flavonoides, esteroi-
des y terpenoides, quinonas, saponinas y ta-
ninos fueron realizadas con los extractos
acuosos de hojas, flores y tallos de T. diversi-
folia, de acuerdo a los métodos previamente
descritos por Dominguez (1979). Estas prue-
bas estan basadas en la observacion visual de
cambio de color o de la formacién de preci-
pitados después de adicionar un reactivo es-
pecifico. Para detectar la presencia de dife-
rentes metabolitos se utilizaron las pruebas
de: Alcaloides (Dragendorff y Mayer), Ciani-
dina (Flavonoides), Salkowsky (Esteroides y
terpenoides), Taninos (Gelatina sal y Cloruro
Férrico), Terpenoides Quinonas (Borntrager)
y Saponinas (Liebarmann-Burchard).

Determinacion de polifenoles totales

Para la extraccion de los polifenoles extraibles
totales (PET) se pesaron 100 mg de cada mues-
tra, desengrasada previamente con hexano;
asi mismo se extrajeron por agitacién 1 min en
Vértex con 1 mL de metanol (CH;OH) al 80 %;
seguidamente las muestras fueron coloca-
das a bafno maria durante 15 min a 50 °C. La
mezcla fue centrifugada a 10.000 rpm du-
rante 15 min. Posteriormente para la cuanti-
ficacién se utilizaron 200 pL del extracto ob-
tenido y se le adicionaron 1500 pL de agua
destilada. La reaccion se llevd a cabo agre-
gando 100 pL del reactivo Folin-Ciocalteau y
200 pL de carbonato de sodio al 5 % a cada
una de las muestras; el acido galico fue utili-
zado como solucion estandar. Las muestras y
la solucién estandar se mezclaron en un
equipo de Voértex y se dejaron reposar du-
rante 30 min en la oscuridad. La absorbancia
fue medida a 765 nm en un espectrémetro
(Thermoelectron, Genesys® 10 UV). Todas
las muestras fueron realizadas por triplicado.

Adicionalmente, se preparé una solucion
stock de 0,1 mg/mL de acido galico para es-
tablecer la curva de calibracién y determinar
como equivalente de acido galico (GAE)
(mg/GAE g~ BS) (Makkar et al., 1993).

Analisis FTIR

Para determinar los grupos funcionales pre-
sentes en las muestras de T. diversifolia se uti-
lizo un espectrémetro FTIR Perkin Elmer®,
(modelo Spectrum GX) usando aditamento
de reflectancia total atenuada (ATR) con cris-
tal de diamante, en un intervalo de 4000 cm™
a 700 cm™y 16 barridos. Para asegurar que los
resultados obtenidos fueran representativos
de las muestras (hojas, floresy tallos), de cada
una de las fracciones se realizaron interfero-
gramas de tres puntos diferentes.

Obtencion de huevos de H. contortus

Para la obtencion de huevos de H. contortus
se utilizé un cordero donador macho entre
3 meses y 4 meses de edad, cruzado de razas
tropicales. El cordero fue alojado en un corral
con piso de concreto para evitar reinfecciones
con otras especies de NGI. El proceso de adap-
tacion fue de 7 dias; durante este periodo el
animal fue monitoreado para determinar la
carga parasitaria. Posteriormente, el cordero
fue desparasitado con dos antihelminticos
comerciales: Levamisol al 12 % (Pfizer-Fort
Dodge®) 7,5 mg por kg de peso vivo (P.V.) via
subcutdnea y Albendazol (Zoetis®) 5,0 mg
por kg de P.V. via oral. A los 7 dias se corro-
boré que el animal se encontraba libre de pa-
rasitos. Se procedio a infectar al cordero con
60.000 larvas de H. contortus via oral. 14 dias
después de la inoculacién de las larvas, el
animal fue monitoreado diariamente para
conocer la evolucion de la infeccién e iniciar
con la recolecciéon de huevos.
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Prueba de eclosion de huevos

Esta prueba fue realizada de acuerdo a la
guia de la Asociacion Mundial para el Avance
de la Parasitologia Veterinaria (WAAVP) (Co-
les et al., 1992). Se utilizaron cuatro concen-
traciones de los extractos de los diferentes 6r-
ganos de T. diversifolia 75 ug/mL, 150 ug/mL,
300 ug/mL y 600 pug/mL y un control positivo
que fue el Tiabendazol (Sigma-Aldrich®) 5 ug/mL
y el control negativo PBS (Phosphate Buffered
Saline), los cuales fueron distribuidos en pla-
cas de 24 pocillos con cuatro réplicas por con-
centraciéon y grupo control. En cada pocillo se
colocaron 150 plL de una soluciéon que conte-
nia 100 huevos y 850 pL de solucion de cada
uno de los extractos de T. diversifolia, para ob-
tener un volumen final de 1 mL. Posterior-
mente las placas fueron incubadas por 48 h a
una temperatura de 28 °C. Al final de este
tiempo se afiadioé una gota de yodo para de-
tener la eclosién y posteriormente se procedié
a contar el numero de huevos y larvas L1, a
través de un microscopio (VELAB®).

Analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar
con seis tratamientos y cuatro réplicas. T1
(control negativo); T2 (control positivo); T3
(75 pg/mL); T4 (150 pg/mL); T5 (300 pg/mL) y
T6 (600 pg/mL). Se evaluaron tres extractos
de T. diversifolia: hojas, flores y tallos. La va-

riable de respuesta fue el porcentaje de in-
hibicion de la eclosién de huevos. Para co-
nocer las diferencias entre tratamientos se re-
alizé un analisis de varianza utilizando un
nivel de significancia del 5 % (P < 0,05). Los
analisis se realizaron con el software SPPS,
version 15.0 para Windows. La comparacién
de medias se realiz6 mediante la prueba post
hoc de Tukey (P < 0,05). La determinacién de
la DLg, y DLy, (Dosis Letal) se realiz6 a través
del analisis probit por medio del paquete es-
tadistico Polo-Plus (LeOra software, 2003).

Resultados

En la Tabla 1 se muestran los porcentajes de
los componentes encontrados de los 6rganos
evaluados de T. diversifolia. Como puede ob-
servarse se encontraron diferencias signifi-
cativas P < 0,05 en el contenido de proteina,
donde el valor maximo registrado para hojas
fue (34,7 %) y el valor minimo para tallos
(7,8 %). En el porcentaje de MS no se en-
contraron diferencias significativas P > 0,05.

El tamizaje cualitativo fitoquimico de los ex-
tractos acuosos de hojas, flores y tallos de T.
diversifolia muestra la presencia abundante
de esteroides, terpenoides, fenoles y tani-
nos, y con presencia moderada de alcaloides
y quinonas. También se puede observar en la
Tabla 2, la presencia débil de flavonoides, ta-
ninos y ausencia de saponinas.

Tabla 1. Medias de la composicién quimica de érganos de T. diversifolia y desviacion estandar.
Table 1. Mean chemical composition of T. diversifolia organs and standard deviation.

Proteina MS FDN FDA Digestibilidad /In situ  Cenizas
Muestra (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Hojas 34,7+0,122 19,5+0,212 30,6+0,712 5,1+0,132 97,6 + 2,75° 14,8 + 0,372
Flores 14,1 +£0,05> 17,3+0,14% 28,2+3,332 11,0x2,19° 88,1+ 0,322 7,8 + 0,06°
Tallos 7,8 0,04 1590212 56,9+ 1,02° 37,5+0,45¢ 51,9+ 1,830 8,3+0,21b

Letras diferentes en la misma columna difieren significativamente P < 0,05.
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Tabla 2. Compuestos quimicos encontrados en los extractos de T. diversifolia.
Table 2. Chemical compounds found the extracts of T. diversifolia.

Esteroides/

Extracto  Alcaloides terpenoides Fenoles Flavonoides Quinonas Saponinas  Taninos
Hojas ++ +++ + - ++ - +++
Flores + ++ +++ + + - -
Tallos - + - - + - +

+ = Presencia débil; ++ = Moderada; +++ = Abundante; — = Ausencia.

No se encontraron diferencias significativas  Analisis FTIR

(P > 0,05) en el contenido de polifenoles en
los diversos érganos de T. diversifolia, sin em-
bargo, el extracto de flores mostré una ligera
tendencia superior a los otros 6rganos (Tabla 3).
Esto coincide con lo observado en el analisis
fitoquimico que muestra mayor abundancia
de estos compuestos.

En la figura 1 se observan los interferogra-
mas de hojas, tallos y flores de T. diversifolia,
donde se muestran las bandas de absorcién
a 3400 cm', 2926 cm™', 2850 cm™', 1755 cm™',
1607 cm™, 1391 cm"y 1078 cm™'; estas bandas
son especificas de grupos funcionales hidroxi-

Tabla 3. Medias =+ error estandar de polifenoles extraibles totales en T. diversifolia.
Table 3. Mean = standard error of total extractable polyphenols in T. diversifolia.

Organo Polifenoles extraibles (mg GAE g™")
Hoja 17,64 + 1,52

Flor 19,27 £ 0,32

Tallo 16,73 + 0,022

GAE: equivalente de acido galico por 100 g; + SE: Error estandar.

Letras semejantes en la misma columna no difieren estadisticamente P > 0,05.

los (OH), metilos (CH,), metilenos (CH,), car-
bonilos (C=0), dobles enlaces C=C, fenoles (O-
H) y enlaces C-O respectivamente, encontrados
principalmente en compuestos terpénicos.

En la Tabla 4 se muestran las medias de los
extractos de hojas, flores y tallos de T. diver-
sifolia a las diferentes concentraciones. Las
mayores concentraciones probadas del ex-
tracto acuoso de flores de T. diversifolia
(150 pg/mL, 300 pg/mLy 600 ug/mL) mostraron

la tasa mas alta de inhibicién de la eclosién
98,5 %, 99,7 % y 100 %, respectivamente. El
comportamiento de los tres extractos fue de
manera dosis-dependiente. Los porcentajes
menores de eficacia fueron observados en el
extracto de tallos de T. diversifolia, en todas
las concentraciones probadas. El resultado de
la determinacién de la DLg, y DLy, demuestra
que el extracto acuoso de hojas mostré la
menor DL, y el extracto de flores mostro la
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Figura 1.

Interferograma de los extractos acuosos de hojas, flores y tallos de T. diversifolia.

Figure 1. Interferogram of leaves, flowers and stems of extracts from T. diversifolia.

Tabla 4. Medias del porcentaje de eficacia + error estandar de inhibicién de la eclosion de los extractos
acuosos de T. diversifolia contra huevos de H. contortus.
Table 4. Mean efficacy percentage + standard error of the of inhibition of T. diversifolia extracts against

H. contortus eggs

Concentracién (ug/mL)

Tipo de extracto

Flores Hojas Tallos
600 100 £ 2,12 90,0 + 2,8 81,4+ 13,78
300 99,7 £ 0,22 89,2 4,52 64,3 + 18,6°
150 98,5 + 1,52 80,0 + 1,52 58,0 + 13,22
75 80,0 + 5,0b 73,2 +8,5° 27,7 +6,3°
Tiabendazol 0,05 control (+) 92,5+ 2,12 93,7 £ 0,62 93,1+ 2,12
Control negativo (PBS) 6,2 +1,8¢ 5,2 +0,6¢ 57 +1,2¢

Letras diferentes en la misma columna representan diferencia significativa (P < 0,05).

PBS = Phosphate Buffered Saline.
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Tabla 5. Concentracion letal requerida para inhibir el 50 % (CL.) y 90 % (CL,) de la eclosion de huevos,
y limites inferior y superior al 90 % de los extractos de hojas, flores y tallos de T. diversifolia.

Table 5. Lethal concentration required to inhibit to 50 % (CL,,) and 90 % (CL,,) of the hatching of eggs,
and lowers and higher confidence limits than 90 % of the extracts of leaves, flowers and stems of T.

diversifolia.

Extracto (HEI/.;;)L) LC 90 % i(r;ge/:ﬁ-;-superior (“;I/.?SL) LC 90 % i(r;ge/:::-;—superior
EAH 11,73 4,91-20,29 464,06 363,77-661,32

EAF 27,86 12,43-41,68 107,28 86,24-131,92

EAT 160,97 134,64-188,36 1184,68 843,83-1960,98

EAH: Extracto acuoso de hojas; EAF: Extracto acuoso de flores; EAT: Extracto acuso de tallos.

menor DLy, lo que indica la eficacia de am-
bos extractos para inhibir la eclosion de hue-
vos de H. contortus (Tabla 5).

Discusion

En este estudio los extractos acuosos de flo-
res, hojas y tallos de T. diversifolia fueron ca-
racterizados quimica y fitoquimicamente
para conocer su potencial nutricional y me-
dicinal (antihelmintico); para lo cual se realizé
la evaluaciéon in vitro mediante la prueba de
eclosion de huevos contra el nematodo H.
contortus. Las hojas de T. diversifolia mostra-
ron un alto contenido de proteina (34,7 %),
muy similar a lo reportado por Roothaert y
Paterson (1997), quienes encontraron por-
centajes de proteina en hojas entre 29 % a
38 %, y muy superior a los valores de 27,5 %,
25 % y 20 % reportados por Mejia-Diaz et al.
(2017), Tendonkeng et al. (2014) y Ramirez-
Rivera et al. (2010), respectivamente. Segun
Juérez-Hernandez et al. (2004), la edad al
corte ejerce un efecto considerable en el ren-
dimientoy la calidad del forraje (en términos
de proteinay relacién hoja/tallo). Lo intere-
sante en T. diversifolia es que la proporcion
de la proteina de paso es mayor que la pro-
teina degradable en el rumen. Murgueito

(2005) afirma que esta arbustiva puede re-
emplazar 35 % del concentrado (15,7 % de
PCy 29,8 % de FDN) en vacas lecheras sin
afectar la producciony la calidad de la leche.
Segun Van Sao et al. (2010), se pueden ob-
tener hasta 6 t/ha de proteina cruda.

En cuanto a la degradabilidad in situ encon-
trada, esta fue de 97 % en hojas, muy similar
a lo encontrado por Orestes et al. (2008), quie-
nes reportaron valores entre 85 % y 90 % de
degradabilidad de la MS. Comparado con los
valores obtenidos por Mahecha y Rosales
(2005), en las leguminosas forrajeras Leucaena
leucocephala (79 %), Gliricidia sepium (82,1 %)
y Enterolobium cyclocarpum (87,6 %) el por-
centaje de digestibilidad de T. diversifolia en
este estudio fue superior.

Dada las propiedades nutricionales de T. di-
versifolia, como fuente proteica, ésta tam-
bién ha sido utilizada como forraje en la ali-
mentacion de cabras (Odedire y Oloidi, 2014),
estos autores sugieren que las hojas de T. di-
versifolia pueden servir como suplemento
forrajero para cabras con un nivel de inclu-
sion hasta del 30 % sin presentar efectos se-
cundarios.

Los resultados obtenidos en este estudio re-
velan que los extractos acuosos de hojas y flo-
res de T. diversifolia evaluados muestran una
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buena actividad antihelmintica contra hue-
vos del nematodo H. contortus. El género Ti-
thonia presenta una gran diversidad quimica,
comprende principalmente terpenoides y fla-
vonoides. T. diversifolia es la especie mas in-
vestigada y varios estudios han revelado el
potencial de esta planta y sus constituyentes.
Los terpenoides como sesquiterpenos, diter-
penos, monoterpenos y compuestos alicicli-
cos han sido aislados de las hojas, tallos y flo-
res de T. diversifolia (Kuo y Chen, 1998; Zhao
et al., 2012). Los terpenoides son los meta-
bolitos mas comunes en esta especie y son los
principales componentes de muchos aceites
esenciales. Los sesquiterpenos son un gran
grupo de metabolitos secundarios con un es-
queleto de quince carbonos (C,s), formado
por tres unidades de isopreno y existen una
amplia variedad de formas (Ajao y Moteetee,
2017). Otros grupos de compuestos en T. di-
versifolia son las lactonas sesquiterpénicas,
las cuales son distintas quimicamente de los
sesquiterpenos por la presencia de un sis-
tema y-lactona. Ejemplos de estos compues-
tos son los metabolitos tagitinina A-C y F,
que han sido aislados de esta planta (Baruah
et al., 1979). Las hojas de T. diversifolia han
sido usadas extensivamente en la medicina
tradicional de Nigeria para tratar la fiebre, la
malaria y otros padecimientos. El compuesto
antiplasmodial tagitinina C ha demostrado
ser el principio activo responsable del uso de
hojas de T. diversifolia en el tratamiento de la
malaria (Goffin et al., 2002). Las pruebas cua-
litativas y los analisis de FTIR de los extractos
de T. diversifolia, muestran que los principa-
les grupos funcionales -OH (3400 cm™); gru-
pos carbonilo C=0 (1755 cm™'), como ésteres,
acidos carboxilicos y cetonas, dobles enlaces
C=C (1607 cm™') son caracteristicos de las ses-
quiterpenlactonas reportadas en la literatura
como la tagitinina (Zhou et al., 2012).

No existen reportes sobre la actividad anti-
helmintica de T. diversifolia sobre NGlI, por lo
que este estudio constituye el primer hallaz-
go de esta especie sobre huevos de H. con-

tortus. Los datos obtenidos muestran que el
extracto acuoso de flores mostré el mayor
porcentaje de inhibicién in vitro (100 %) en
la mayor concentracién evaluada (600 pg/mL)
y, a la misma dosis, el extracto de hojas y ta-
llos mostraron 90 % y 81 % de inhibicion de
la eclosion de huevos, respectivamente. El
extracto de flores mostré mayor porcentaje
de inhibicion, atribuida posiblemente a la
presencia de lactonas sesquiterpénicas iden-
tificadas en la flor (1755 cm™) y la presencia
de fenoles (1391 cm™") en ese extracto. Los
compuestos fenolicos han sido asociados con
la resistencia de plantas a una variedad de
plagas y patégenos, la investigacién ha re-
velado una correlacién de los niveles eleva-
dos de compuestos fendlicos con la resisten-
cia de la planta a la infeccion por nematodos.
Diversos compuestos fenélicos han mostrado
actividad nematocida, como el pirocatecol, el
acido salicilico y el acido 4-hidroxibenzoico
los cuales exhibieron eficacia nematocida con-
tra C. elegans y M. incognita (Zhou et al.,
2012). Adicionalmente, la presencia de tani-
nos que probablemente actuaron de manera
sinérgica para producir un efecto mayor que
los otros extractos.

Por otro lado, los polifenoles incluidos en la
dieta son la fuente mas diversa de nutracéu-
ticos, que han demostrado un enorme poten-
cial para modular varias caracteristicas de la sa-
ludy la enfermedad (Sharma y Padwad, 2020).

Los metabolitos responsables de la actividad
antihelmintica de los extractos acuosos de T.
diversifolia, fenoles, terpenoides y taninos han
mostrado actividad nematocida contra dife-
rentes especies de nematodos siendo capaces
de interrumpir el ciclo de vida del nematodo
y afectar la eclosién del huevo y desarrollo de
la larva (Molan y Farah, 2010; Hoste et al.,
2012). Vargas-Magana et al. (2014) proponen
posibles mecanismos de como los extractos
de planta inhiben la eclosion del huevo, ellos
teorizan tres mecanismos: primero, el extracto
afecta la permeabilidad del cascarén; se-
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gundo, el extracto inhibe algunas enzimas in-
volucradas en la eclosion; y tercero el extracto
afecta los receptores de eclosiéon que se en-
cuentran en el cascarén.

Conclusiones

De acuerdo a los andlisis realizados para co-
nocer las propiedades nutricionales de T. di-
versifolia, se demuestra que los atributos que
posee en cuanto a proteina, representa un
potencial para ser utilizada en la alimenta-
cién de rumiantes en el tropico mexicano. Las
pruebas in vitro revelaron el potencial anti-
helmintico de los extractos acuosos de hojas
y flores de T. diversifolia para inhibir la eclo-
sion de huevos en un porcentaje de 80 % a
100 % con las concentraciones de 150 pg/mL
a 600 pg/mLy con una CL,, de 464,1 pg/mLy
107,3 pg/mL respectivamente.
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