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Resumen:

Se determind el efecto del mes de cosecha y edad de las hojas de Gymnopodium floribundum
sobre el contenido de compuestos polifendlicos (fenoles totales (FT), taninos totales (TT) y
taninos condensados (TC)) de extractos metanol:agua. Ademas, se determiné la actividad
biolégica de los polifenoles medida como la capacidad de precipitar proteina (PP), inhibir la
eclosion de huevos (EH), y el desenvaine larval (IDL) de Haemonchus contortus. Se
cosecharon hojas de G. floribundum en cuatro meses del afio: diciembre, marzo, junio y
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septiembre. Se obtuvieron 24 extractos metanol:agua (70:30), 12 producidos de hojas de edad
variada (EV) y 12 de hojas de 90 dias (E90). Todos los extractos ocasionaron similar PP
independientemente de edad y mes de cosecha. La inhibicion de la EH solo fue significativa
para el extracto EV de diciembre (CEso = 374.4 ng/ml; P<0.05). Los extractos de hojas E90
mostraron una CEso > 1500 pg/ml en diciembre, junio y septiembre. Aunque todos los
extractos inhibieron el desenvaine larval (IDL), la menor CEsg fue la del extracto de hojas
EV de junio (CEso = 80.4 pg/ml; P<0.05). La incubacion de extractos con
polivinilpolipirrolidona (PVPP) limit6 la IDL (P<0.05), pero los polifenoles solo explicaron
parte de esa actividad. En conclusion, el contenido de TC de los extractos de hojas de G.
floribundum depende de su edad y mes de cosecha. Los polifenoles mostraron actividad de
PP y se asociaron parcialmente con la IDL. Sin embargo, los polifenoles no explican la
actividad contra huevos de H. contortus.

Palabras clave: Polifenol, Antihelmintico, Haemonchus contortus, Precipitacion de
proteina, Extractos, Taninos.

Recibido: 08/12/2020

Aceptado: 10/05/2021

Introduccion

Los ovinos y caprinos que ramonean en la selva baja caducifolia (SBC) de Yucatan consumen
cantidades variables de follaje de una amplia variedad de especies de plantas ricas en
taninos®. Una de las especies mas consumidas es el Gymnopodium floribundum que es un
arbol de talla baja abundante en la SBC y que ha sido estudiado por su contenido de
compuestos secundarios (CS)®@. Entre los CS reportados para G. floribundum se encuentran
los compuestos volatiles (E)-ocimeno, 2-etil-1-hexanol y linalool presentes en sus flores®.
Las hojas de esta especie contienen otros CS importantes como los polifenoles, i.e. fenoles
totales (FT), taninos totales (TT) y taninos condensados (TC)*2). Los polifenoles pudieran
estar involucrados en la defensa de las plantas contra infecciones por bacterias y hongos
fitopatdgenos y también limitan el consumo de las hojas por los herbivoros vertebrados e
invertebrados™>®, Esto altimo pudiera estar relacionado con las propiedades astringentes de
los polifenoles. La capacidad de los polifenoles para limitar el consumo de hojas por parte
de los herbivoros también ha sido descrita para los pequefios rumiantes pastoreando en
algunos ecosistemas, ocasionando baja productividad animal®. Sin embargo, el efecto de
reducir el consumo no se ha encontrado en los pequefios rumiantes ramoneando en la SBC®),
Por el contrario, ovinos y caprinos ramoneando en la SBC buscan consumir el follaje de
diferentes especies de plantas con elevado contenido de TC posiblemente como una
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estrategia para bloquear el exceso de nitrégeno en su dieta, favoreciendo un mejor balance
de nitrégeno y energia, y reduciendo la necesidad de eliminar nitrégeno en la orina®. Esto
se debe a que los polifenoles tienen la capacidad de precipitar proteinas (PP) en la dieta®'?),
La PP es la propiedad de los polifenoles para formar complejos con proteinas y otras
macromoléculas que poseen grupos carbonilo y amino, formando enlaces de hidrégeno con
macromoléculas susceptibles de autooxidacion para formar enlaces covalentes®. Se
desconoce si la actividad de PP de los polifenoles varia a lo largo del afio en las hojas de G.
floribundum.

Por otro lado, estudios recientes han demostrado que los extractos del follaje de G.
floribundum tienen actividad antihelmintica (AH) in vitro contra huevos y larvas de H.
contortus®*?, y se ha demostrado que los polifenoles estan involucrados en dicha
actividad“?- La actividad AH in vitro fue confirmada recientemente en estudios in vivo
usando follaje de G. floribundum en la dieta de corderos infectados con H. contortus®®. Lo
anterior permite considerar a las hojas de G. floribundum como un alimento con potencial
nutracéutico que pudiera ser usado en el control de nematodos gastrointestinales (NGI). Sin
embargo, se ha reportado variabilidad en el contenido de polifenoles en las hojas de los
arboles forrajeros ricos en polifenoles de la SBC como Acacia pennatula, Lysiloma
latisiliquum y Psicidia piscipula®. Asi mismo, las hojas de G. floribundum muestran
variacion en su contenido de polifenoles, siendo mayor en época de lluvias (33.8 %), periodo
de ré&pido crecimiento foliar, y menor en época de secas (9.5 %), cuando los arboles pierden
su follaje®'®. Recientemente, un estudio anual de las hojas de G. floribundum confirmé que
la edad de las hojas y el mes de cosecha afectan su composicion bromatolégica y su contenido
de polifenoles®®. Lo anterior sugiere que es indispensable estudiar la variabilidad del
contenido de compuestos bioactivos en las plantas para hacer uso racional de estos recursos
como nutracéuticos®16:17),

Hasta el momento no existen estudios que identifiquen la variabilidad en el contenido de
polifenoles y su actividad bioldgica en éarboles tropicales. Este estudio determind el efecto
del mes de cosecha y edad de las hojas de G. floribundum sobre el contenido de compuestos
polifendlicos de extractos metanol:agua y la actividad bioldgica de los polifenoles medida
como su capacidad de precipitar proteina (PP), inhibir la eclosion de huevos e inhibir el
desenvaine larval de H. contortus.

Material y métodos

Lugar de colecta de material de Gymnopodium floribundum

El estudio se llevo acabo en el periodo comprendido entre el 18 de diciembre de 2017 vy el
21 de diciembre de 2018. Se realiz6 en un area experimental de SBC de 12,000 m? (50 x 240
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m) ubicado en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autdnoma
de Yucatan, México (20°51'93.2" N y 89°37'11" O, a 10 msnm). El area experimental cuenta
con un clima AWy (célido subhumedo con lluvias en verano). El tipo de suelo se clasifica
como cambisol y luvisol. La temperatura maxima promedio fue 32 °C y la minima de 16 °C
con una precipitacion pluvial anual que varia de 984.4 mm a 1,092 mm, distribuida de junio
a noviembre(9),

Colecta y produccion de extractos de hojas de Gymnopodium floribundum

El material vegetativo se cosecho trimestralmente a mano en las siguientes fechas: (a) 18 al
21 de diciembre de 2017 y 2018, (b) 18 al 21 de marzo 2018, (c) 18 al 21 de junio 2018, y
(d) 18 al 21 de septiembre de 2018. Se conformaron tres muestras compuestas en los
diferentes meses de cosecha. Cada muestra se formo con la totalidad de las hojas de cuatro
arboles. Las muestras de hojas de edad variada (EV) incluyeron las hojas de ejemplares no
defoliados previamente. Las muestras de hojas de 90 dias de edad (E90) se obtuvieron de los
mismos ejemplares a los 90 dias postcosecha. A las hojas frescas de cada muestra se les
afiadié metanol:agua (70:30 v/v) y se homogenizaron con una licuadora (Oster®, México)
durante < 1 min, hasta lograr un tamafo de particula homogéneo. A la mezcla se le adicion6
acido ascoérbico y se dejé macerar por 24 h. Posteriormente, la mezcla se filtré usando gasa
y papel filtro de poro grande No. 50 (Tequimec SDRL, México). Para obtener el extracto, el
disolvente (metanol) se evaporé a 50 °C empleando presion reducida (rotavapor Ika®,
Alemania). La clorofila y los lipidos se removieron de la fraccion acuosa utilizando cloruro
de metileno (1:1 v/v, 3-7 lavados). Finalmente, el resto de la fraccion se liofilizo, se envaso
y se mantuvo en refrigeracion a 4 °C hasta su uso.

Determinacion de polifenoles en los extractos

Se cuantificd la cantidad de fenoles totales (FT), taninos totales (TT) y taninos condensados
(TC) de cada extracto obtenido de cada edad y mes de cosecha. La técnica de Folin-Ciocalteu
se us6 para determinar los FT(®). El contenido de TT se determiné mediante la técnica de
Folin-Ciocalteu + PVPP(9). El contenido de TC de los extractos se determind mediante la
prueba de vainillina®.

Produccion de huevos y larvas de Haemonchus contortus

Los huevos y larvas en fase infectiva (L3) de H. contortus se obtuvieron de animales
donadores infectados artificialmente con H. contortus (aislado Paraiso, Yucatan, México).
Se colectaron huevos frescos de las heces de cada animal donante. Las heces de los donantes
se colectaron directamente del recto de los mismos, usando bolsas de plastico nuevas y las
heces se procesaron en las 3 h siguientes a su recoleccion. Aproximadamente 10 g de heces
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fueron macerados en 100 ml de agua purificada. La suspension se filtr6 con una gasa. El
material filtrado se centrifugd (168 xg/5 min/21 °C) usando tubos cénicos de 15 ml. El
sobrenadante se desecho y el sedimento se mezcld con una solucion saturada elaborada con
azucar de cafia comercial (densidad relativa 1.28). Una vez mezclado, el sedimento se
homogeneiz6 mediante un vortex. La suspension se centrifugo (168 xg/5 min/21 °C). La capa
superficial de la solucion se recuper6 con un asa bacterioldgica. Los huevos se lavaron tres
veces con agua purificada para eliminar el azlcar restante y se volvieron a suspender en tubos
de 15 ml que contenian 10 ml de solucidn salina de fosfatos (PBS 0.01 M: NaCl 0.138 M, KClI
0.0027 M, KH2PO,; 0.001M, Na;HPO4 0.0081M; pH 7.4; Sigma® USA). Se determind la
concentracion de huevos y la suspension se diluyé a 150 huevos / ml de PBS para su uso en
la prueba de eclosion de huevos (EH)®?),

Para la prueba de inhibicion del desenvaine larval (IDL) se recuperaron heces de los animales
donadores y se enjuagaron en un colador con agua corriente para eliminar la hierba u otros
desechos. Las heces se colocaron en placas Petri (15 cm de diametro), se incubaron por cinco
dias a 28 °C y se hidrataron a diario manualmente con un rociador de agua. Las larvas Lz se
cosecharon usando la técnica de Baermann y se almacenaron a 4 °C hasta su uso. La edad de
las larvas empleadas en la IDL fue de entre 2 y 5 semanas®?2Y).

Actividad antihelmintica in vitro contra huevos de Haemonchus contortus

Se prepararon soluciones madre (10,000 pg/ml de PBS) para cada extracto probado. Se usé
PBS como control negativo. Se prepararon alicuotas de 0.5 ml de las distintas diluciones
(3600, 2400, 1200, 600, 300 y 150 pug/ml de PBS) a partir de la solucion madre de cada
extracto de planta en placas de 24 pozos. Se adicionaron 0.5 ml de la suspensién de huevos
(150 huevos / ml) a cada pozo hasta lograr un volumen final de 1 ml. Se utilizaron seis
réplicas para cada concentracion de extracto. Las placas de pozos multiples se incubaron a
28 °C (48 h). Al final de dicho proceso, se agregaron dos gotas de Lugol a cada pozo para
detener la eclosion, ademas de tefiir los huevos y las larvas®? 2,

Se contaron los huevos no larvados, los huevos larvados y las larvas L1 de cada pozo y se
calculd el porcentaje de eclosion con la férmula:

Eclosion huevos%= (100) (larvas L1) / (huevos larvados + huevos + larvas L1)
Para determinar el papel de los polifenoles en el efecto AH de los extractos, se utilizé un
inhibidor de los taninos, la polivinilpolipirrolidona (PVPP)19, En estos bioensayos se

incluyo unicamente la concentracion de 3,600 pg de extracto / ml PBS (con y sin PVPP) y
sus respectivos controles PBS®),
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Prueba de inhibicion del desenvaine larval (IDL) de Haemonchus
contortus

Se agregaron 1,000 ul de suspension de Lz (~1,000/ml) a cada tubo para obtener las
concentraciones finales de extracto (1,200, 600, 400, 200, 100, 30 pg/ml) a partir de las
respectivas soluciones madre de G. floribundum. Como control negativo se us6 un tubo que
contenia 1,000 ul de PBS sin extracto. Las larvas se incubaron durante 3 h (24 °C). Se
colocaron alicuotas de cada suspension de larvas en microviales (200 ul en cada uno.) con
cuatro repeticiones para cada concentracion y el control PBS. El desenvaine de Lz fue
inducido artificialmente con una solucién de hipoclorito (2.2 %) e hidroxido de sodio
(0.7 %) (Clorox®) diluido a 1/300, 1/343, 1/400 y 1/480. La cinética del desenvaine se estimé
contando larvas con vaina y sin vaina con un microscopio (10x), y se registro el desenvaine
alos 0, 20, 40 y 60 min®®. Se calculé el porcentaje de desenvaine de larvas Lz para cada
punto de medicion usando la siguiente férmula:

Desenvaine (%) = (100) (total de Ls sin vaina) / (Ls con vaina + Lz sin vaina)

Para determinar el papel de los polifenoles en el efecto AH de los extractos, se utilizé un
inhibidor de taninos, el PVPP(219), Para cada extracto se incluy Ginicamente la dosis de 1200
pg/ml PBS (con y sin PVPP) y sus respectivos controles PBS.

Precipitacion de proteina mediante la técnica de difusion radial

Se determind la PP como un indicador de la actividad bioldgica de los polifenoles. Se realiz
mediante el ensayo de difusion radial®). La técnica identifica la capacidad de los polifenoles
para unirse a moléculas de proteina (por ejemplo la hemoglobina bovina) en una placa con
agar. Se prepar6 gel de agarosa al 1% (Baker®, Alemania) en tampon de acetato y
hemoglobina bovina (Sigma®, Alemania) (100 mg/L agar). El pH se ajusté a 5.0 con NaOH.
Se colocaron 10 ml de agar en placas de Petri de 10 cm de diametro. En el agar de cada placa
de Petri se formaron cinco pozos de 4 mm de didmetro cada uno (uno en el centro y las cuatro
restantes en las posiciones de 0, 90, 180 y 270 grados). En estos ultimos se adicionaron 15
ul de una solucidn de cada extracto y se incubaron durante 48 h a 25 °C. Al término de ese
tiempo se midi6 el halo que se formé alrededor de cada pozo. Este halo es el resultado de la
precipitacion de la hemoglobina por accion de los polifenoles de cada extracto. La PP se
ponderd por la concentracion de TT, FT y TC contenida en cada extracto evaluado. Para esto
se utilizd la formula descrita por Hagerman®®):

PP = ((D22-D1?) / T); donde: D1: diametro menor poceta (mm); D2: diametro mayor (mm);
T: Fenoles totales o taninos totales o taninos condensados (mg).
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Procesamiento de datos y analisis estadisticos

Se determino el efecto de la edad de las hojas (EV o E90) y el mes de cosecha, asi como su
interaccion sobre la composicion de polifenoles (FT, TT, TC) mediante respectivos modelos
lineales generalizados (MLG). Posteriormente la comparacion de medias se realizé mediante
la prueba de Tukey con 0<0.05¢9),

Para la prueba de la EH, se registro el nUmero de huevos que permanecieron en estado de
morula (MOE), huevos que desarrollaron una larva, pero no eclosionaron (LFE) y nimero
de larvas que emergieron de los huevos como resultado de su exposicion a diferentes
extractos en la concentracion respectiva previamente descrita. Esta informacion se utilizo
para determinar la tasa de eclosién de huevos (%EH) y la inhibicion de la eclosion de huevos
(%IEH) de la siguiente manera®427):

%EN Numero de larvas 100
0 =— 7 X
numero de huevos morulados + huevos con larva + nimero de larvas

%IEH = 100 — %EH

El porcentaje de huevos morulados que no formaron larva (efecto ovicida) se calcul6 asi:

Numero de huevos morulados
%MOE = — - x 100
numero de huevos morulados + huevos con larva 4+ nimero de larvas

El porcentaje de huevos con larva que no eclosion6 (%LFE) se calcul asi:

Numero de huevos que contienen larvas
%LFE = — - X 100
numero de huevos morulados + huevos con larva + nimero de larvas

El porcentaje del desenvaine (%D) y el de inhibicion del desenvaine (%IDL) se determinaron

con las siguientes formulas®@®):

Larvas L3 con vaina
%D = - - — X 100
larvas con vaina + larvas sin vaina

%IDL = 100 — %D

La inhibicion de la EH vy los resultados de IDL obtenidos para los diferentes extractos se
analizaron con los respectivos modelos lineares generalizados (MLG) para evaluar las
diferencias entre el control PBS y las diferentes concentraciones de extracto analizados. Los
datos obtenidos de las incubaciones de PVVPP de cada extracto se analizaron usando un disefio
completamente al azar (MLG con comparaciones realizadas con el grupo control respectivo
para cada extracto)®®).

1174



Rev Mex Cienc Pecu 2021;12(4):1168-1187

La concentracion efectiva requerida para inhibir el 50 % de la eclosion de huevos, o el 50 %
del desenvaine de las Lz (concentracion efectiva 50 %; CEso) se estimd con los datos
obtenidos de las pruebas de EH e IDL respectivamente para cada extracto de planta probado
usando el software PoloPlus 1.0¢9,

Se realizo la prueba de Shapiro-Wilk para evaluar la normalidad de los datos de PP, EH e
IDL. Se analizo la actividad bioldgica respectiva (PP, EH e IDL) mediante un MLG y los
efectos principales de la edad de las hojas (EV y E90) y el mes de cosecha (cuatro meses de
cosecha), asi como su interaccion. La comparacion de medias se realizd mediante la prueba
de Tukey con 0<0.05. Adicionalmente se realizaron respectivas correlaciones de Pearson
para determinar la asociacion entre el contenido de polifenoles (FT, TT y CT), y la PP, asi
como de las CEsp de EH e IDL respectivamente®@®,

Resultados

En el Cuadro 1 se muestra el contenido de FT, TT y TC, en los extractos de las muestras
compuestas de hojas de G. floribundum de diferentes edades. El contenido de FT y TT no
fue modificado por el mes de cosecha, la edad o la interaccion (P>0.05). Sin embargo, si se
encontraron diferencias significativas en el contenido de TC debidas a la interaccion entre la
edad de las hojas y el mes de cosecha, como se puede apreciar para los extractos de marzo
(secas) y de junio (lluvias) de las hojas EV (P<0.05). Asi mismo, en el mes de junio (lluvia)
se observo un mayor contenido de TC en las hojas EV que en las hojas E90 (P<0.05).

Cuadro 1: Efecto de la edad de las hojas y del mes de cosecha sobre el contenido de
polifenoles en los extractos metanol:agua de hojas de Gymnopodium floribundum

Fenoles Taninos Taninos

Totales (%) totales (%0) condensados (%)*
Extractos de hojas de edad variable (EV)
Diciembre 19.3 2.92 65.9%
Marzo 20.22 4.4 48.7°
Junio 28.22 6.72 131.72
Septiembre 26.12 10.42 106.9%
Extractos de hojas de edad de 90 dias (E90)
Diciembre 20.02 5.42 69.52
Marzo 20.82 9.0 65.9%
Junio 24,52 6.42 49.8P
Septiembre 27.62 12.92 99,23
Error Estandar 1.83 2.80 13.50

ab Diferentes literales en la misma columna indican diferencias a P<0.05.
*: Equivalentes a catequina.
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Prueba de eclosion de huevos (EH)

El extracto de hojas EV cosechadas en diciembre fue el Gnico que mostré actividad sobre la
EH de H. contortus (CEso = 374.4 pug/ml). En el Cuadro 2 se puede observar que los extractos
de hojas E90 de G. floribundum de diciembre, junio y septiembre mostraron una baja
actividad sobre la EH (CEso >1,500 ug/ml), mientras que para el extracto de marzo no fue
posible calcular la CEsp.

Cuadro 2: Efecto de la edad de las hojas y del mes de cosecha sobre la concentracion
efectiva (CEsp) e intervalo de confianza de los extractos metanol: agua de hojas de
Gymnopodium floribundum sobre la eclosion de huevos de Haemonchus contortus

CEso 1C95%
(ng/ml) (rg/ml)
Extractos de hojas de edad variable (EV)
Diciembre 374.48 282.08 - 473.66
Marzo Sin actividad -
Junio Sin actividad -
Septiembre Sin actividad -
Extractos de hojas de 90 dias de edad (E90)
Diciembre 3088.3° 2262.45 - 4192.55
Marzo Sin actividad -
Junio 1907.5° 1783.75 - 2029.55
Septiembre 1575.0° 981.26 - 2395.96

ab Diferentes literales en la misma columna indican diferencias a P<0.05.

En el Cuadro 3 se aprecia el efecto de bloguear los polifenoles mediante PVPP sobre la
proporcion de MOE, LFE y L1 de huevos incubados con los diferentes extractos de G.
floribundum. Los diferentes extractos mostraron una actividad méas orientada a retener a las
larvas L1 dentro de los huevos (LFE). Sin embargo, al bloquear a los polifenoles se observé
mayor actividad ovicida para los extractos de hojas EV (diciembre y marzo). Los analisis de
correlacion no mostraron asociacion entre el contenido de FT, TT o TC, y la CEsg de
inhibicion de la eclosién de huevos (P>0.05).
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Cuadro 3: Efecto de la incubacion de huevos de Haemonchus contortus en diferentes
extractos de Gymnopodium floribundum a la concentracion de 3,600 pg/ml, con y sin
polivinilpolipirrolidona (PVPP), sobre la proporcién (%) de huevos que permanecieron en
estado de morula (MOE), larvas sin eclosionar de sus huevos (LFE) y larvas (L1)

Etapa de PBS 3,600 pg/ml 3,600 pg/ml Error
vida (%) (%) + PVPP (%) estandar
Extracto de hojas de edad variable (EV)
Diciembre MOE 5.142 8.60° 12.972 4.40
LFE 1.60? 66.69° 86.33¢ 2.65
L4 93.25°  24.71° 0.70¢ 2.52
Marzo MOE 4.91° 7.722 13.672 3.56
LFE 0.622 28.60° 82.80° 0.79
L, 94.46%  63.69° 3.54¢ 3.97
Junio MOE 2.352 4.622 29.272 8.13
LFE 1.222 22.252 33.37° 8.41
L, 96.42%  73.132 35.37° 8.12
Septiembre MOE 7.372 9.86% 10.16% 1.11
LFE 0.142 25.11° 26.58° 0.94
L, 92.50*  65.03° 63.27° 1.69
Extractos de hojas de 90 dias de edad (E90)
Marzo MOE 7.372 0.86° 10.16° 0.77
LFE 0.142 25.11° 26.58° 0.82
L, 92.50*  65.03" 63.27" 1.37
Junio MOE 0.372 3.48P 41.09° 0.77
LFE 9.212 25.83° 83.55¢ 2.46
Ly 90.422  70.69° 2.36° 3.11
Septiembre MOE 11.66*  15.91% 15.28% 3.14
LFE 0.142 37.61° 34.11° 0.90
Ly 88.20°  46.47° 50.61° 1.90
Diciembre MOE 10.95*  19.52° 11.742 2.02
LFE 0.48*  33.13° 34.85° 0.96
L, 88.57%  47.35° 53.41° 2.06

e Diferentes letras en la misma fila indican diferencia significativa entre los grupos PBS, extracto y
extracto+PVPP (P<0.05).
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Prueba de inhibicion del desenvaine larval (IDL)

La CEso obtenida con los diferentes extractos de G. floribundum de hojas EV y E90 con la
prueba de IDL, se presenta en el Cuadro 4. Se observé un efecto significativo de la interaccion
entre edad de hojas y mes de cosecha. En el caso de los extractos de hojas EV, todos los
meses de cosecha mostraron diferente actividad, siendo el extracto de junio el més activo y
el de marzo el menos activo (P<0.05). Por su parte, los extractos de hojas E90 también fueron
diferentes para cada mes (P<0.05), siendo el mas activo el de septiembre y el menos activo
el de junio.

Cuadro 4: Efecto de la edad de las hojas y del mes de cosecha sobre la concentracion
efectiva (CEsp) e intervalo de confianza de los extractos de hojas de Gymnopodium
floribundum sobre el desenvaine de L3 de Haemonchus contortus

CEso 1C95%
(ng/ml) (ng/ml)
Extractos de hojas de edad variada (EV)
Diciembre 199.9¢ 136.67 - 279.12
Marzo 283.5%" 207.27 - 382.01
Junio 80.42 55.83 - 104.55
Septiembre 146.1° 119.93 - 175.37
Extractos de hojas de 90 dias de edad (E90)
Diciembre 168.3% 134.10 - 205.21
Marzo 146.1% 119.93 - 175.37
Junio 263.6™ 245.33 - 281.28
Septiembre 108.4% 81.41 - 139.02

abedefgh Diferentes letras en la misma columna indican una diferencia significativa (P<0.05).

En el Cuadro 5 se presenta el efecto de los extractos de hojas de G. floribundum de diferente
edad y mes de cosecha sobre los porcentajes de IDL de las Ls de H. contortus, con o sin la
adicion de PVPP para bloquear a los polifenoles. El uso de PVPP mostré que la inhibicién
del desenvaine se debe parcialmente a los polifenoles, y hace evidente que otros CS
participan en la IDL. Ademas, los andlisis de correlacion no mostraron asociacién entre los
contenidos de FT, TT o TC, y la CEsp de IDL.
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Cuadro 5: Efecto de la incubacion de Lz de Haemonchus contortus en diferentes extractos
metanol:agua de Gymnopodium floribundum con y sin polivinilpolipirrolidona (PVPP)

sobre el porcentaje de inhibicion del desenvaine

PBS 1,200 pg/ml 1,200 pg/ml + PVPP  Error
(%) (%) (%) estandar
Extractos de hojas de edad variada (EV)
Diciembre 0.22 100.0° 60.0° 6.75
Marzo 0.0 100.0° 65.5° 9.94
Junio 3.42 100.0P 4572 20.80
Septiembre 2.9 100.0P 79.3° 13.25
Extractos de hojas de 90 dias de edad (E90)
Diciembre 2.12 92.0° 36.6° 9.24
Marzo 3.1°2 100.0° 53.5° 11.18
Junio 0.3 100.0° 76.1° 3.34
Septiembre 0.4? 100.0° 86.7° 2.51

3¢ Diferentes letras en la misma columna indican una diferencia significativa (P<0.05).

Prueba de difusion radial para medir la precipitacion de proteina (PP)

La PP obtenida con los extractos de hojas de G. floribundum no mostro diferencias debidas
a la edad de las hojas o el mes de cosecha (Cuadro 6). El analisis de correlacion demostro
que un mayor contenido de FT, TT o TC en los extractos no influyé sobre la PP.

Cuadro 6: Efecto de la edad y mes de cosecha de hojas de Gymnopodium floribundum
sobre la precipitacion de proteina (PP) medida por el método de difusion radial y su
relacion con el contenido de fenoles totales (FT), taninos totales (TT) y taninos

condensados (TC)

PP-FT PP-TT PP-TC

(mm/mg) (mm/mg) (mm/mg)
Extractos de hojas de edad variada (EV)
Diciembre 9.292 64.652 2.75%
Marzo 9.232 43.15? 4.382
Junio 8.29° 34.962 1.872
Septiembre 9.372 40.692 2.29°
Extractos de hojas de 90 dias de edad (E90)
Diciembre 10.052 42.65° 2.092
Marzo 11.952 40.69? 3.792
Junio 7.93? 38.142 4.682
Septiembre 9.572 28.342 2.68?
Error estandar 1.03 11.05 0.63

#Valores en columnas con la misma literal no difieren significativamente P>0.1
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Discusion
Composicion de polifenoles en los extractos de Gymnopodium floribundum

Los valores reportados en el presente estudio para FT y TT son semejantes a los reportados
previamente para extractos metanol:agua y acetona:agua elaborados con hojas de la misma
especie de planta®>!?, Un aspecto interesante del contenido de FT y TT es que se
mantuvieron relativamente constantes para los diferentes extractos independientemente de la
edad de las hojas o el mes de cosecha. En el caso de los FT, esto pudiera deberse a que la
planta necesita una cantidad constante de estos compuestos ya que son intermediarios de
diferentes rutas biosintéticas de la planta®®. En el caso de los TT, que son compuestos mas
complejos, la semejanza en su contenido pudiera deberse a que estos son afectados por
variables distintas a las dos evaluadas en el presente estudio.

En cuanto al contenido de TC, solo se tiene un estudio previo de un extracto de G.
floribundum elaborado con hojas EV obtenido en época de seca®™® y en éste se reportd un
valor semejante al de hojas EV de marzo del presente estudio. Sin embargo, el presente
estudio mostrd que existen diferencias en el contenido de TC debidas a la interaccion entre
edad de hojas y mes de cosecha. La variacion en el contenido de TC de hojas de G.
floribundum debidas al mes de cosecha ya habian sido sugeridas previamente®*3D, La
diferencia en el contenido de TC fue solo evidente entre las hojas EV de marzo (mes de
sequia) y junio (mes de lluvias), y de éstas Ultimas con respecto a las hojas E90 de junio. El
mayor contenido de TC en las hojas EV de junio pudiera deberse a que las plantas usan los
TC como una herramienta para defenderse de hongos y bacterias que proliferan en lluvias.
Por otro lado, las hojas E90 no presentaron un mayor contenido de TC, en comparacién con
las hojas EV. Esto pudiera deberse a que los arboles de donde se cosecharon las hojas E90
fueron completamente defoliados 90 dias antes. Por lo tanto, las hojas E90, que estaban en
pleno crecimiento, tal vez no podian invertir mas recursos de la planta en producir sustancias
de defensa.

Actividad antihelmintica de extractos metanol:agua

Prueba de inhibicion de la eclosion de huevos (EH)

El extracto de hojas EV de diciembre inhibio significativamente la eclosion de huevos de H.
contortus y esa inhibicion se logro a una CEso menor que la reportada previamente para el
mismo tipo extracto de hojas EV®Y. Por otro lado, tres de los extractos de hojas E90 (junio,
septiembre y diciembre) inhibieron la EH, aunque estos extractos tuvieron una CEsg mas alta
que la reportada para hojas EV de este estudio y el reporte previo®V. Con excepcion del
extracto de hojas EV de marzo, la nula o baja actividad sobre la EH por parte de los extractos
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metanol:agua de G. floribundum es similar a la reportada para otras plantas ricas en
polifenoles y se ha sugerido que esta baja actividad contra huevos se debe a que los CS que
se obtienen utilizando metanol o acetona como disolventes organicos1242"), E| presente
estudio confirmo también que la actividad contra huevos de H. contortus en los extractos
metanol:agua de G. floribundum se manifiesta como la presencia de larvas atrapadas dentro
de los huevos (LFE), tal como habia sido reportado®?2427, Asi mismo, el uso de PVPP
confirmd que los polifenoles no explican la actividad de inhibicién de la EH, sino que el
bloqueo de polifenoles incrementd el efecto de LFE en los meses de diciembre, marzo y junio
para los extractos de hojas EV (P<0.05), y en los meses de marzo y junio para los extractos
de hojas E90 (P<0.05).

Prueba de inhibicion del desenvaine larval (IDL) de Haemonchus contortus

Todos los extractos de hojas de G. floribundum inhibieron el desenvaine de Lz de H.
contortus. Estos resultados coinciden con los estudios previos usando extractos de G.
floribundum, ya sea metanol:agua® o acetona: agua®®®. La mejor CEsp Se observo para el
extracto de hojas EV del mes de junio (P<0.05), que a su vez fue el extracto con la mayor
concentracion de TC. Esta mayor actividad AH coincide con el momento en que G.
floribundum empieza su mayor produccion de hojas (época de lluvias)™®. Como se
menciond, en la época de lluvias la planta pudiera usar los TC de sus hojas para defenderse
del ataque de insectos, hongos y bacterias®. El alto contenido de TC en los meses de lluvia
pudiera también limitar el ataque de herbivoros vertebrados como es el caso de los rumiantes,
ya que estudios recientes demuestran que los pequefios rumiantes consumen menos follaje
de G. floribundum en época de lluvias comparado con la época de seca?.
Coincidentemente, es en la época de seca que las hojas de G. floribundum contienen menos
TCU9),

Los extractos de G. floribundum disminuyeron su actividad de IDL cuando los polifenoles
fueron blogueados con el PVPP (P<0.05). Sin embargo, el PVVPP solo bloque6 parcialmente
la actividad de IDL de los extractos. Esto pudiera deberse a dos fendmenos: (a) no se uso6
suficiente PVPP para bloquear a todos los polifenoles en la solucién, y (b) existen otros CS
que son parcialmente responsables de la actividad IDL. Cualquiera de los dos fendmenos
pudieran explicar la ausencia de correlacion entre la actividad de IDL y los contenidos de
FT, TT y TC. Esto sugiere que se deberian explorar dosis crecientes de PVPP cuando se
realiza la prueba de IDL, para confirmar que la dosis usada si bloquea a la mayoria o totalidad
de los polifenoles. Por otro lado, seria necesario explorar que otros CS pudieran ayudar a
explicar la actividad de IDL no asociada a los polifenoles. Esto requeriria de un proceso de
fraccionamiento biodirigido. Este tipo de proceso ha pemitido identificar la actividad de
cromenona® y de derivados de &cidos fendlicos (cafeico, cumarico) sobre la inhibicion de
la eclosion de huevos de NGI de rumiantes®324),
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Ensayo de precipitacion de proteina

Se observo que todos los extractos precipitaron la proteina hemoglobina. Esto corrobora la
actividad de PP que se ha reportado para otros arboles forrajeros ricos en polifenoles de
Yucatan®. Sin embargo, estos autores determinaron que el extracto acetona:agua de A.
pennatula tuvo fuerte asociacion entre FT y la PP. En el caso de G. floribundum no se
encontrd correlacion entre contenido de polifenoles y la PP. Lo anterior pudiera representar
una oportunidad para que futuros trabajos de investigacion pudieran ayudar a seleccionar
individuos que den lugar a variedades de plantas con diferente contenido de polifenoles o
con diferente actividad bioldgica de PP. Es necesario identificar qué factores adicionales
influyen sobre la expresién de polifenoles en las hojas o su capacidad de PP. En este estudio
se confirmo que los extractos de G. floribundum precipitan proteinas independientemente del
mes de cosecha, edad de hojas o su contenido de polifenoles. Por lo tanto, los ovinos y
caprinos pudieran aprovechar la actividad biologica (PP) de las hojas de G. floribundum
como parte de una estrategia para sobrevivir en un ambiente donde predominan plantas ricas
en proteinas (leguminosas). Esto es consistente con la hipotesis de que ovinos y caprinos
pudieran consumir el follaje de G. floribundum para bloquear parte de la proteina de la dieta
y ayudar a reducir la via de eliminacion de nitrégeno en la orina que es muy costosa para el
animal@9),

Dado que los extractos mostraron una buena PP medida con hemoglobina, se sugiere evaluar
esta actividad de PP empleando otras proteinas que pudieran estar mas cercanamente
relacionadas con la actividad AH contra H. contortus. Por ejemplo, se podrian obtener
proteinas directamente de las Ls (con o sin vaina) de H. contortus ya que estas fases de vida
estarian en contacto con los polifenoles en el tracto gastrointestinal. Este contacto con los
polifenoles se produce desde que entran en la boca del rumiante y se mantienen en contacto
a lo largo del eséfago, reticulo-rumen, omaso y abomaso, hasta que realizan la invasion de la
mucosa abomasal para establecerse y pasar a Ls. También pudiera evaluarse la PP usando
proteina de huevos de H. contortus, ya que estos estan en contacto con los polifenoles a lo
largo de todo el transito desde su salida del Gtero del gusano hembra, pasando por el abomaso,
intestinos delgado y grueso hasta llegar a las heces. Estas evaluaciones pudieran servir como
modelo para estudiar la interaccion parasito-hospedero-planta.

Conclusiones e implicaciones

Existen diferencias en la composicion de TC asociadas a la interaccion entre la edad de las
hojas y el mes de cosecha en los extractos metanol:agua de hojas de G. floribundum. La
actividad de inhibicion de la eclosion de huevos fue evidente solo en el extracto de hojas EV
de diciembre, y tres extractos de hojas E90 presentaron actividad a altas concentraciones.
Todos los extractos mostraron actividad de inhibicién del desenvaine de larvas Ls, siendo el
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extracto de hojas EV de junio el que tuvo mejor actividad. Los polifenoles de los extractos
mostraron actividad de PP y se asociaron a la inhibicion del desenvaine larval de H.
contortus. Sin embargo, no explican la actividad contra huevos de H. contortus. La principal
implicacion del presente trabajo fue demostrar por primera vez que los FT y TT de extractos
de hojas de G. floribundum no son modificados significativamente por la edad de las hojas y
mes de cosecha, en tanto que los TC si varian. Ademas, se demostré que la actividad
bioldgica de los polifenoles es fuerte para la PP, es parcial para la IDL y es independiente de
la EH. Esta informacién sirve como base para la toma de decisiones con respecto a la
aplicacion de las hojas de G. floribundum en la nutricién de rumiantes y para la evaluacién
del potencial nutraceutico contra H. contortus. La variabilidad encontrada también indica que
existe potencial para la seleccion de individuos de esta especie que se orienten hacia un mayor
0 menor contenido o actividad de TC.
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