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RESUMEN GENERAL

La utilizacion y aprovechamiento sustentable de los recursos vegetales disponibles
en una region, es una de las prioridades para el desarrollo econdmico de sus
habitantes. Para lograr este objetivo, es imprescindible conocer las caracteristicas
de estos recursos y evaluar sus efectos. El objetivo de esta investigacion fue
conocer el valor biolégico de Larrea tridentata (gobernadora) como alimento
funcional para animales, a través de la evaluacion productiva de corderos
alimentados con gobernadora como forraje; la cuantificacion de protozoarios y
ooquistes de Eimeria spp. en fluido ruminal y heces respectivamente; y su efecto
toxicologico, con estrés oxidativo (ROS) y genotoxicidad (ensayo cometa) como
indicadores. Se obtuvieron plantas de gobernadora (tronco, tallo y hoja) que fueron
incorporadas a dietas con 0 (control), 5y 10% (base seca) como forraje. Las dietas
se asignaron aleatoriamente a 21 corderos Rambouillet, los cuales fueron
alimentados exclusivamente con estas dietas durante 60 dias. Los resultados
indican una reduccién en el consumo de materia seca por dia (p<0.05) en los grupos
alimentados con gobernadora y una mejoria en la conversion de alimento en el
grupo asociado al 10% de gobernadora (p<0.05). Al final del ensayo se tomaron
muestras de fluido ruminal, heces y sangre periférica, observando una menor
presencia de protozoarios y ooquistes de Eimeria (p<0.05) en animales alimentados
con una mayor proporcién de gobernadora. De igual manera, se observé una
disminucién en el estrés oxidativo (p<0.05) y una menor fragmentacion de fibras
simples de ADN (p<0.05) asociado a un mayor consumo de gobernadora. Lo

anterior indica que la utilizacion de Larrea tridentata como forraje en la alimentacion
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de corderos favorece una disminucion en los costos de produccion, haciéndola mas
redituable; las propiedades antiparasitarias y antioxidantes de Larrea tridentata
contrarrestan los efectos del dafio a los organismos de los corderos en una engorda
tradicional. Estos resultados proporcionan un marco tedrico para la inclusion de
ingredientes alternativos en la alimentacién de animales de produccion, asi como
una ventana de oportunidad para el aprovechamiento de los recursos vegetales

disponibles en las zonas &ridas de nuestro pais.

PALABRAS CLAVE: Larrea tridentata, GOBERNADORA, FORRAJE,

CORDEROS, ESTRES OXIDATIVO, ENSAYO COMETA.
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ABSTRACT

The sustainable use and exploitation of the available plant resources in a region is
one of the priorities for the economic development of its inhabitants. To achieve this
objective, it is essential to know the characteristics of these resources and evaluate
their effects. The objective of this research was to know the biological value of Larrea
tridentata (creosote bush) as functional food for animals, through the productive
evaluation of lambs fed with creosote bush as forage; the quantification of protozoa
and oocysts of Eimeria spp. in rumen fluid and feces respectively; and its
toxicological effect, with oxidative stress (ROS) and genotoxicity (comet assay) as
indicators. Creosote bush (trunk, stem and leaf) were obtained that were
incorporated into diets with 0 (control), 5 and 10% (dry base) as forage. The diets
were randomly assigned to 21 Rambouillet lambs, which were fed exclusively with
these diets for 60 days. The results indicate a reduction in the consumption of dry
matter per day (p <0.05) in the groups fed with creosote bush and an improvement
in the conversion of food in the group associated to 10% of creosote bush (p <0.05).
At the end of the test, samples of ruminal fluid, feces and peripheral blood were
taken, observing a lower presence of protozoa and Eimeria oocysts (p <0.05) in
animals fed with a higher proportion of creosote bush. Similarly, a decrease in
oxidative stress (p <0.05) and a lower fragmentation of simple DNA fibers (p <0.05)
associated with greater creosote bush consumption were observed. This indicates
that the use of Larrea tridentata as forage in the feeding of lambs favors a decrease
in production costs, making it more profitable; the antiparasitic and antioxidant

properties of Larrea tridentata counteract the effects of damage to lamb organisms
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in a traditional fattening. These results provide a theoretical framework for the
inclusion of alternative ingredients in the feeding of production animals, as well as a
window of opportunity for the use of available plant resources in the arid areas of our

country.

KEY WORDS: Larrea tridentata, CREOSOTE BUSH, FORAGE, LAMBS,

OXIDATIVE STRESS, COMET ASSAY.
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CAPITULO I. Larrea tridentata (GOBERNADORA)

Historia

Los primeros conocimientos que se tuvieron de las plantas del género Larrea fueron
descritas a inicios del siglo XIX por el botanico espafiol Antonio José de Cavanilles
(Cavanilles, 1800). Este género es de origen sudamericano y cuenta con cinco
especies: L. Ameghinoi, L. Cuneifolia, L. Divaricata, L. nitida, que crecen
principalmente en Argentina, Chile, Bolivia y Perq; y L. tridentata que crece en el
norte de México y sur de Estados Unidos de América (Rzedowski, 2006; Gonzalez,
2012a) (Figura 1). Este tipo de plantas no prosperan en climas isotermos, por lo que
no crecen en zonas cercanas a la linea ecuatorial (Garcia et al., 1966, citado en

Rzedowski, 2006).

Los arbustos del género Larrea fueron nombradas en honor a José Antonio
Hernandez y Pérez de Larrea, canonigo y botanico espariol del siglo XVIII que
realizé grandes aportes para el desarrollo de la botanica y la agricultura. A pesar de
gue las primeras especies del género Larrea se conocieron a principios del siglo
XIX, fue hasta 1893 que el curador botanico estadounidense Frederic Vernon Coville
catalogo en el libro Contributions from the United States National Herbarium a una
nueva especie de Larrea como Larrea tridentata, tomando los escritos del naturalista
suizo Moise Etienne Stefano Moricand del libro Plantes Nouvelles D’Amérique de

1836 (Coville, 1893).
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Figura 1. Distribucién geografica conocida de Larrea tridentata (Norteamérica) y L.
divaricata (Sudamérica).

Fuente: Rzedowski, 2006.

Originalmente, el primer nombre que tuvo la planta fue el de Larrea mexicana
debido a que la planta se encontr6 en el Valle de la Muerte en los estados de
California y Nevada cuando formaban parte del territorio mexicano. Sin embargo,
cuando fue catalogada por Coville en 1893, esta regién ya formaba parte de los
Estados Unidos, debido a lo cual, probablemente, fue catalogada con el nombre que

ahora conocemos.

Clasificaciéon taxonémica

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta

18



Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Orden: Zygophyllales
Familia: Zygophyllaceae

Subfamilia; Larreoideae
Género: Larrea
Especie: L. tridentata

(Vazquez et al., 1999)

Descripcion botanica

Los arbustos de L. tridentata son las plantas mas predominantes y ampliamente
distribuidas en las zonas en donde se encuentran. Son plantas muy amigables entre
si, se agrupan formando cinturones o areas que se distribuyen en la mayoria de las
zonas aridas del centro y norte de México y el sur de Estados Unidos (Merriam,

1893).

Los matorrales de L. tridentata son arbustos xerdéfilos perennifolios de multiples
ramas que crecen desde la base del tronco. Las ramas carecen de espinas y estan
formadas por hojas sencillas, cubiertas por una sustancia resinosa secretada por
una cadena de estipulas cercanas al nudo, que les proporciona un olor penetrante
y sabor amargo. Los arbustos son esencialmente siempre verdes la mayor parte del
afo, aunque el color del follaje dominante se torna café amarillento e incluso llega

a perderse parcialmente si la sequia es muy acentuada y persistente. Tienen una
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altura aproximada entre 0.6 y 3 m. El tallo es de color café negruzco. Las hojas
estan formadas por 2 foliolos con forma de lanza (lanceolados), miden de 4 a 15
mm de largo por 3 a 8 mm de ancho y se unen oblicuamente formando un angulo
abierto (divaricado) con respecto al tallo. Sus frutos son subglobosos a obovoides,
de 7 mm de largo, coriaceos, con pelos blancos, sedosos, que se vuelven café-
rojizos con el tiempo y 5 mericarpios con una semilla cada uno. La copa tiene un
volumen promedio de 0.124 m? por arbusto. Su reproduccion es vegetativa asexual,
por lo que estas plantas pueden sobrevivir cientos o miles de afios a través de los
retofilos que después se convierten en nuevas plantas (Arteaga et al., 2005;

Gonzélez, 2012a; Lépez, 2017; Rzedowski, 2006; Vazquez et al., 1999; Lira, 2003).

Caracteristicas generales

El arbusto de L. tridentata ha sido nombrada coloquialmente de distintas maneras,
dependiendo de la zona en la que se encuentre. En Estados Unidos se le conoce
principalmente como Creosota (Creosote bush), Chaparral y Greasewood. En
México se le conoce como guamis entre los pueblos tarahumaras de Chihuahua o
como sonora, tasajo, jarrilla, hedionda o hediondilla, por el olor caracteristico que
tiene pero principalmente es conocida como Gobernadora (Arteaga et al., 2005; Lira,
2003), debido a que la L. tridentata del desierto mexicano, posee un sistema de
raices muy extenso y profundo para absorber toda el agua de las proximidades
(Maidana, 2017), compitiendo por el mismo recurso con las plantas vecinas. En
algunas zonas de cultivo en donde se siembra forraje para la alimentacion del

ganado, la L. tridentata es considerada como una planta indeseable debido a que
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los cultivos se ven desplazados por su caracter invasivo (Irigoyen-Rascon y
Paredes, 2015). A pesar de no poseer de adaptaciones morfoldgicas para afrontar
a las sequias o protegerse de los predadores, como hojas suculentas o espinas, la
L. tridentata poseen una sustancia resinosa en las hojas y tallos que expele un olor
fuerte y que le confiere un sabor desagradable, de esta manera evita ser molestada
por los animales o insectos (Rzedowski, 2006). En estudios realizados por Gonzélez
et al. (1988) se observo actividad toxica para insectos. Ademas del olor y sabor, los
compuestos polifendlicos que estan constituidos en la resina forman complejos con
las proteinas y el almidon, lo cual los hace indigeribles para los insectos (Lambert

et al., 2004).

La resina que recubre hojas y tallos de L. tridentata constituye el 20 % del peso seco
en hojas jovenes mientras que so6lo el 10% en hojas maduras. Esta resina en su
mayoria esta constituida por compuestos fendlicos y terpenos que actlan como
transportadores de los compuestos no polares, los cuales se volatilizan (Leonforte,
1986; Gonzalez et al., 1988). La resina tiene como funcion reducir la transpiracion y
proteger a la planta de la radiacion UV, mediante la absorcion o reflejo de una parte

del espectro de luz (Gonzalez et al., 1988).

Principales usos

L. tridentata ha sido usada de manera tradicional durante siglos. Los indios que
habitaron América del Norte la usaban para tratar diversas enfermedades (Martins

et al.,, 2012). Las hojas eran utilizadas para preparar infusiones para tratar
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enfermedades renales y biliares, reumatismo, artritis, diabetes, algunos tumores,
enfermedades venéreas, resfriados, célicos intestinales y para estimular la
produccion de orina; mientras que de manera topica se usaba para tratar
gquemaduras y llagas, lesiones de varicela, reumatismo y otras afecciones de la piel
(Waller y Gisvold, 1945; Martins et al., 2012). En la actualidad, las hojas y las ramas
se siguen utilizando tradicionalmente para preparar infusiones, pero también son
preparadas para consumirse de manera oral en forma de capsulas o tabletas.
(Arteaga et al., 2005). La concentracion de L. tridentata encontrada en estos
productos va de los 100 a los 480 mg por tableta (Sheihk et al., 1997). Cuando se
consume la planta en forma de infusion, solo el 40% de los principales componentes
fendlicos estan disponibles (Smart et al., 1969), debido a la insolubilidad de estos
compuestos en agua (Valentine et al., 1984). Esta concentracion puede reducirse si
se deja reposar la bebida durante varios dias (De Smet, 1993). En México, la
infusion ha sido tradicionalmente usada como un tratamiento de los calculos renales
y de la vesicula biliar (De Smet, 1993). El uso actual esta limitado por los informes
de hepatitis toxica (Brent, 1999) y un caso de enfermedad renal quistica (Smith,
1994) asociado con su uso cronico (Arteaga et al., 2005). Entre las propiedades
medicinales de L. tridentata, la mas importante es su capacidad como antioxidante

(Sheikh et al., 1997).

Otro los usos practicos de Larrea tridentata incluyen su uso como estabilizador de
polimeros, lubricantes, caucho, aceites de perfumeria y como desarrollador en
fotografia. En las décadas de 1950 y 1960, uno de los compuestos de la L.

tridentata, el NDGA, se utiliz6 en los Estados Unidos como conservador de
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alimentos, grasas, manteca de cerdo y otros productos. A pesar de tener un alto
valor nutricional para el ganado comparable con la alfalfa, L. tridentata no se utiliza
de manera regular en la alimentacion del ganado debido a su reducida palatabilidad
(Duisberg et al., 1949). Sin embargo, en la ganaderia extensiva esta planta es un
recurso forrajero para el ganado caprino en época de estiaje (Mellado et al., 1991;
Mellado, 2005; Rossi et al., 2008) y también es consumida habitualmente por otros
mamiferos herbivoros como Neotoma lepida (Sorensen et al., 2005; Torregrosa et

al., 2012; Kohl et al., 2014).

Composicion

El principal compuesto fendlico es un lignano catecol acido nordihidroguayarético
(NDGA). Este metabolito secundario es el mas abundante en L. tridentata y es uno
de los compuestos con mayor presencia en las hojas (Gonzalez et al., 1988; Waller
y Gisvold, 1945; Duisberg et al., 1945; Valentine et al., 1984; Wellendorf, 1964;
Arteaga et al.,, 2005). Las hojas y pequefias ramas también contienen otros
compuestos fendlicos en menor cantidad como el norisoguayacin, &cido
dihidroguayarético, acido dihidroguayarético parcialmente desmetilado y el 3'-

desmetoxiisoguayacin (Gisvold y Thaker, 1974).

En los afos 40’s, el NDGA era considerado un antioxidante alimentario
relativamente no toxico (Oliveto, 1972). Los primeros aislamientos del NDGA fueron
realizados por Waller y Gisvold en 1945. Fue patentado varias veces en la década

de 1940 y hasta 1967 se utilizé como un elemento antioxidante inhibidor de la
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glucolisis aerdbica en la elaboracion de productos alimenticios y farmacéuticos,
posteriormente fue eliminado de la lista de sustancias reconocidas como seguras
(Barceloux, 2008). En la actualidad, al NDGA se le conoce por su actividad antiviral,

antifangica, antimicrobiana y como inhibidor tumoral (Hwu et al., 2008).

En un andlisis realizado por De Smet en 1993, se menciona que la cantidad
aproximada de NDGA en las hojas maduras de L. tridentata en base seca es de 40
mg/g y 100 mg/g en hojas jovenes, es decir, 4 y 10% respectivamente. Este céalculo
se realiz6 considerando que la cantidad aproximada de resina en hojas es de 10%
en hojas maduras y 20% en hojas jovenes, con una concentracion de NDGA en la
resina de 40 y 50% respectivamente (De Smet, 1993). Otros estudios reportan
concentraciones entre el 10 y 15% del NDGA en las hojas en peso seco (Hwu et
al., 2008; Mabry y Bohnsted, 1979; Hyder et al., 2002), lo que constituye entre 40 y
80% de NDGA en todos los fenoles presentes en la resina (Pefiuelas et al., 2011,

Gonzalez et al., 1988).

Ademas del NDGA, se han aislado otros lignanos incluyendo los del tipo furanoide,
aril-tetralin y butilo, (Gisvold y Thaker, 1974; Konno et al., 1989; Konno et al., 1990),

aungue recientemente hay registro de otros 8 nuevos lignanos (Gnabre et al., 1995).

Ademas de lignanos, se han encontrado mas de 19 flavonoides diferentes, que
incluyen flavanonas, flavanoles y flavonoles. Adicional a estos, se han encontrado
mas de 16 glucosidos de flavonoides y flavonoides sulfatados (Mabry et al., 1977).

Una naftoquinona citotéxica llamada larreantina, fue aislada de las raices de L.
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tridentata (Luo et al., 1988). Otros flavonoles, el kaempferol y la quercetina son de
interés bioldgico y pueden encontrarse en L. tridentata en forma de glucésidos o de
aglicona (que difieren sélo en un grupo hidroxilo en el anillo B). Ademas de la
capacidad anticarcindgena de estos dos compuestos, también han sido reconocidos

como antinflamatorios y antinociceptivos (De Melo et al., 2009).

De acuerdo con Bohnstedt y Mabry, las ceras constituyen aproximadamente el 0.1%
en peso seco de los tallos, y estan formadas principalmente por acidos grasos
esterificados con alcoholes primarios. Los aceites volatiles se componen
mayormente de vinil cetonas y representan del 0.1 al 0.2% del peso seco de la
planta. Adicional a lo anterior, otros 67 compuestos volatiles fueron identificados,
los cuales incluyen monoterpenos, monoterenos oxigenados, fenoles y otros

volétiles (Bohnstedt y Mabry, 1979).

Actividad farmacologica

El NDGA es un antioxidante conocido por sus efectos preventivos contra el cancer,
ademas de mostrar efectos antimutagénicos. Kelly et al. (2001) sugieren que este
efecto protector al ADN se debe la habilidad del NDGA para donar atomos de
hidrogeno fendlico que inactivan a los radicales hidroxilo formados por reaccion de
Fenton. Consecutivo a lo anterior, el anion resultante (fenolato-NDGA), puede
guelar los iones ferrosos y prevenir nuevas oxidaciones de peroxido de hidrégeno

inducidas por hierro.
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Actividad antimicrobiana

Se ha demostrado la actividad del NDGA contra microorganismos y parasitos,
dentro de los cuales se puede enumerar a la Entamoeba histolytica en cultivo,
contra Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis, y Streptococcus faecalis
(Encarnacion y Garcia, 1991).

En otros estudios conducidos por (Chen et al., 1998; Craigo et al., 2000), se observé
que el acido mono-, di-, tri- y tetra —O-metilnordihidroguayarético inhibe la
replicacion del virus de inmunodeficiencia humana (VIH), y que el acido tetra-O-
metilnordihidroguayarético inhibe el virus del herpes simple (VHS) y el virus del

papiloma humano (VPH) en cultivo.

El efecto hipoglucemiante del NDGA se ha descrito en modelos animales,
especificamente en ratas y ratones con diabetes tipo Il (Luo et al., 1998; Reed et
al., 1999). Se ha descrito que el NDGA reduce los niveles de glucosa sérica, pero
sin incrementar los niveles de insulina en suero. Otro efecto de este compuesto es
la disminucién de los niveles de triglicéridos, acidos grasos libres y glicerol en el
modelo de estreptozotocina de diabetes tipo Il en ratas (Reed et al., 1999). En otro
estudio se observé la inhibicibn de la secrecién de triglicéridos por el higado,
ademas de la disminucion de triglicéridos séricos (Gowri et al., 1999; Scribner et al.,
2000).

Farmacocinética y toxicidad del NDGA

El estudio sobre la farmacocinética del NDGA fue reportado por Lambert et al.

(2001). Aproximadamente 99.8% del NDGA encontrado en plasma, esta ligado a
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proteinas. Se observé que el NDGA tiene un perfil farmacocinético de dos
compartimentos con una vida media de distribucion de 30 minutos y una vida media
terminal de 135 min. Mientras que la alta asociacion a proteinas puede limitar la
biodisponibilidad del NDGA in vivo, su alta vida media podria permitir que se
acumulen niveles toxicos en tejido. El NDGA mostré un valor de depuracion renal
de casi dos veces mayor al de la creatinina, lo cual indica que puede ser depurado

por otro medio distinto al renal (Lambert et al., 2001).

A pesar de haber sido usado por varios afios en la industria alimentaria como
antioxidante, dej6 de usarse debido a varios reportes sobre nefrotoxicidad. Los
efectos toxicos en riflones han sido estudiados en modelos animales, demostrando
gue 3% de NDGA causaba nefropatia quistica en ratas (Evan y Gardner, 1979;
Gardner et al.,, 1987; Goodman et al., 1970; Grice et al., 1968), debida a la
destruccion de las células del epitelio tubular y al bloqueo de los tubulos (Lambert

et al., 2004).

En estos animales, pudo observarse que el NDGA es oxidado por una catalasa en
el ileon y el ciego para después filtrarse en los nddulos linfaticos y ser excretado en
orina. Antes de excretarse, el metabolito formado llega al epitelio del tubulo proximal
y se acumula en los lisosomas, causando la fusion de los tubulos afectados y la
formacion de seudoquistes (Evan y Gardner, 1979; Gardner et al., 1987; Grice et
al., 1968; Goodman et al., 1970). En animales tratados con 1g/kg de NDGA se
observo dafo en células tubulares, dilatacion local y focal de los tabulos, necrosis

tubular, proliferacion focal del epitelio tubular, infiltracion focal del intersticio y el
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lumen tubular por leucocitos polimorfonuceares, Infocitos, macréfagos y células

redondas, asi como fibrosis interscticial (Gardner et al., 1986).

EL NDGA actua de manera sinérgica para inducir enfermedad renal quistica con las
endotoxinas de Escherichia.coli y Proteus mirabilis, sin embargo, se ha observado
la pobre respuesta para generar estos cambios renales en ratas libres de gérmenes,
lo cual puede indicar que los efectos no se deben en su totalidad a la ingesta de

NDGA (Gardner et al., 1987).

En cuanto a los casos en humanos, se reportd que una mujer de 56 afios desarrollé
enfermedad quistica renal y adenocarcinoma quistico de rifiébn a consecuencia del
consumo diario de 3-4 tazas de infusion de L. tridentata, por tres meses (De Smet,

1993).

Aunque no se ha determinado el compuesto responsable, se ha asociado el
consumo de L. tridentata con el dafio hepatico. Sheihk et al. (1997) revisaron 18
casos de hepatotoxicidad inducida por productos que la contienen, principalmente
tabletas y céapsulas. La concentracion de L. tridentata encontrada en estos
productos va de los 100 a los 480 mg por tableta, y los casos reportados indicaron
efectos como ictericia, elevacion en los niveles de enzimas hepaticas en sueroy en

algunos casos cirrosis.

Si bien se han descrito los efectos tdxicos en higado por consumo de L. tridentata,

es necesario distinguir si estos efectos son debidos a los compuestos presentes en
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la planta o solamente al NDGA, puesto que se ha reportado que este ultimo inhibe
la toxicidad de la aflatoxina B1 y el benzo[a] pireno (Byczkowski y Gessner, 1989;

Donnelly et al., 1996; Liu y Massey, 1992).

En este sentido y de acuerdo con Agarwal et al. (1991) el NDGA inhibe la actividad
de la monooxigenasa en el citocromo P450 en ratas, que es responsable de la
activacion de varios xenobidticos y carcinégenos por lo cual el NDGA podria
funcionar como antidoto de la respuesta toxica relacionada a la exposicion de estos

agentes toxicos.

Induccidn de apoptosis

El NDGA es un inhibidor de la enzima lipooxigenasa, lo cual tiene efectos en la
induccion de apoptosis en algunos tipos celulares (Tang y Honn, 1997; Biswal et al.,
2000). Sin embargo, otros mecanismos como el de la disminucion del glutation,
reacciones de peroxidacion y estrés mitocondrial han sido descritos para explicar
este efecto del NDGA. (La et al.., 2003; Tang y Honn, 1997; Biswal et al., 2000). En
un estudio realizado con células FL5.12, conducido por Deshpande y Kehrer (2006),
se concluyé que el NDGA induce la muerte celular apoptética por dos vias, las
cuales se originan con estrés redox/ROS, que luego conduce a los efectos duales
de la activacion de la quinasa p38 y la sefializacién dirigida por las mitocondrias. Se
observo también que la capacidad del NDGA de inducir apoptosis mediante varias

vias de sefalizacion en la célula, lo hace una herramienta Gtil en la regulacion de
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apoptosis en condiciones particulares en las que se ven comprometidas varias vias

de sefializacién, como ocurre en el cancer.
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CAPITULO Il. Larreatridentata COMO FORRAJE PARA CORDEROS
DE ENGORDA

RESUMEN

El objetivo del estudio fue identificar el efecto de dietas integrales con la adicion de
biomasa del arbusto de gobernadora (Larrea tridentata) como forraje para corderos
sobre el consumo de alimento, ganancia de peso, pH y protozoarios ruminales y
concentracion de ooquistes de Eimeria spp. en heces. La planta completa de
gobernadora fue incorporada como forraje en O (control), 5y 10% (base seca) en
dietas integrales en sustitucion de paja de sorgo. Las dietas fueron asignadas
aleatoriamente a 21 corderos Rambouillet (22.1 + 1.7 kg de peso vivo). El ensayo
tuvo una duracion de 60 dias. Los corderos alimentados con 5 y 10% de
gobernadora tuvieron menor (p<0.05) consumo que el testigo. Para las variables
ganancia de peso, peso final, eficiencia alimentaria, pH ruminal, rendimiento de
canales no hubo diferencias (p>0.05). Solo el largo de la canal y largo de la pierna
se encontraron diferencias (p<0.05) con mayores valores para el tratamiento control.
El recuento de protozoarios ruminales y de ooquistes en heces fueron disminuidos
(p<0.05) conforme se incrementé el porcentaje de gobernadora en la dieta. Por lo
tanto, los resultados indican que es factible utilizar hasta el 10% de biomasa de
gobernadora en las dietas para corderos. Con base en el contenido del presente
capitulo, se redacté el articulo “BIOMASA DE GOBERNADORA (Larrea tridentata)
COMO FORRAJE PARA BORREGOS” que fue aceptado para su publicacion en la
Revista Chapingo Serie Zonas Aridas (

Anexo 1).
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PALABRAS CLAVE: CONSUMO DE ALIMENTO, COCCIDIA, Eimeria,

PROTOZOARIOS.

INTRODUCCION

En México, 128 millones de hectareas corresponden a zonas aridas y semiaridas;
en ellas habita la mitad de la poblacion humana (Luiselli Fernandez, 2017). La
importancia ecologica y productiva de estas areas radica en que son sélo aptas para
la produccion extensiva de ovejas y cabras (Villalobos et al., 2017). En este sistema,
la alimentacion del ganado representa mas del 60% del costo de produccién. Sin
embargo, ese porcentaje aumenta cuando el estiaje se acentla, porque
generalmente se recurre a la compra de suplementos alimentarios caros (Gomez y
Gonzalez et al.,, 2009). Por lo tanto, en condiciones de sequia, la busqueda de

alimentos no convencionales de produccién regional adquiere importancia.

El arbusto de gobernadora (Larrea tridentata) se distribuye en casi 19 millones de
hectareas de las zonas aridas del centro y norte de México y del sur de Estados
Unidos de América. Los matorrales de gobernadora son arbustos xerofilos
perennifolios de multiples ramas con hojas cubiertas por una sustancia resinosa con
olor penetrante y sabor amargo. Los arbustos permanecen casi siempre verdes,
aungue durante sequias severas se tornan café amarillento. La gobernadora es
considerada una planta indicadora de disturbio que es foco de extensos esfuerzos

de control (Arteaga et al., 2005).

La gobernadora es una planta con importancia histérica en la medicina tradicional.

Sus hojas y tallos tienen 4% del lignano denominado acido nordihydroguaiarético
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(NDGA) (Hyder et al., 2002). También, en extractos de gobernadora se han
identificado otros compuestos como fenoles, flavoniodes, saponinas, sapogeninas,
taninos, esteroles y terpenos (Jitsuno y Mimaki, 2010; Gnabre et al., 2015). Estos
compuestos bioactivos de gobernadora tienen efecto antioxidante (Skouta et al.,
2018), antinflamatorio y anticonceptivo (De Melo et al., 2009), antifungico (Aguirre-
Joya et al., 2018), antimicrobiano (Hwu et al., 2008), antihelmintico (Garcia et al.,

2018) y anti protozoario (Schmidt et al., 2012; Bashyal et al., 2017).

A pesar de estos atributos fitoquimicos y de que el follaje es consumido de manera
voluntaria por cabras (Mellado, 2005), la gobernadora ha sido poco explorada como
alimento no convencional y funcional para el ganado. La informacién escasa sobre
su uso en rumiantes fue generada por Duisberg (1952) y Holechek et al. (1990),
guienes indicaron que la harina de hojas de gobernadora tiene un valor nutricional
similar al de la alfalfa, aunque con menor palatabilidad. Ademas del valor nutricional,
la gobernadora puede tener efecto coccidiostato en ovinos; sin embargo, ese
conocimiento no ha sido generado. Por lo anterior, el objetivo del presente estudio
fue identificar el efecto dietas integrales con la adicion de biomasa del arbusto de
gobernadora (Larrea tridentata) como forraje para corderos sobre el consumo de
alimento, ganancia de peso, pH y protozoarios ruminales y concentracion de

ooquistes de Eimeria spp. en heces.
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REVISION DE LITERATURA

La Ovinocultura en México

Los ovinos son pequefios rumiantes que se distinguen de los demas por la
produccion de lana. Poco se conoce acerca del origen de la oveja doméstica, pero
se cree que proviene del grupo de los antilopes de Europa y Asia. Las primeras
ovejas llegaron a América alrededor del afio 1500 y en la actualidad, son utilizadas
principalmente para la produccién de pieles, lana y carne, de la cual son buenas

productoras en condiciones de alimentacion intensiva (Koeslag, 2010).

En el 2018, en México se sacrificaron 3, 082,460 cabezas de ganado ovino, las
cuales produjeron 62,940 toneladas de carne en canal, con un valor de 4,582
millones de pesos (SIAP, 2018). A pesar de estos datos, la tendencia en los dltimos
afios muestra que la produccién nacional no da abasto al consumo nacional, siendo
necesaria la importacion de carne proveniente principalmente de paises como

Australia, Nueva Zelanda y Estados Unidos (Partida, 2016).

En México, los ovinos de la raza Rambouillet son de los méas utilizados en los
diferentes sistemas de produccion (Partida, 2016). En un estudio realizado por
Partida y colaboradores (2013) se observé que en una muestra de 1000 canales
ovinas, el 25.5 % del genotipo proviene de razas puras y de estas, la raza
Rambouillet representa el 23.1 % entre las més utilizadas para la produccion de

carne.

44



Alimentacion del borrego

La alimentacion de corderos en engorda intensiva se basan principalmente en dietas
contenidos altos de grano y porcentajes bajos de forraje (entre 5y 10%) en base
seca, ofrecidas a libre acceso (Stock, et al., 1990; Cuesta, et al., 2003; Bodas, 2004).
La cantidad de alimento consumido libremente dependera de la calidad de los
alimentos (Carfieque, et al., 1987; Haddad y Husein, 2001). Cuando el porcentaje de
forraje en la dieta aumenta, el porcentaje de fibra también se incrementa. De manera
general, el consumo de alimento disminuye cuando la cantidad de fibra en la dieta
aumenta (Rodriguez, 2005). A pesar de estas afirmaciones, en un estudio realizado
por Pérez-Lanzac y colaboradores (1988), se observo que la cantidad de alimento
consumida por corderos de engorda aumento con el incremento de fibra en la dieta.
Este efecto puede deberse a que los animales compensan el decremento de

contenido energético, aumentando la cantidad de alimento (Rodriguez, 2005).

Aunado a lo anterior, el sexo de los animales puede inferir en la cantidad de alimento
gue consumen. En estudios realizados por Cafleque y colaboradores (1987) y
Phillips y colaboradores en (2002) se observé que los corderos machos recién

destetados en engorda intensiva consumen mas alimento que las hembras.

Costos de alimentacién

De manera general, el costo de produccion por concepto de alimentacion varia si la
produccion es en pastoreo o estabulado. El porcentaje minimo siempre superior a

60% corresponde a los animales en pastoreo (intensivo, semiintensivo o extensivo).
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Los animales estabulados, el costo por concepto de produccion es cercano al 70 %
(Shimada, 2003). A pesar de que en comparacién con los animales en pastoreo, los
costos de alimentacion en animales estabulados son mayores, el sistema de
produccion estabulado es el mas intensivo y el mas eficiente en costo / beneficio

(Partida, 2016).

Alimentos alternativos en la alimentacién del borrego

Los residuos vegetales de las cosechas de grano o semillas, considerados como
subproductos agricolas o esquilmos, es materia vegetal utilizada en la alimentacién
tradicional de los rumiantes de produccion. Su importancia radica en el
aprovechamiento principalmente cuando hay poca disponibilidad de forraje verde o
en época de sequia (Borja, et al., 2016). La disponibilidad del forraje cultivado para
consumo animal y su valor nutricional dependen de variables climatologicas y
biolégicas como la precipitacién anual, temperatura, fertilidad del suelo, especie de

la planta, maduracién del forraje, entre otros (Rinehart, 2008).

Ademas de los alimentos tradicionales y/o comerciales como concentrados, pastos,
henos y esquilmos, las hojas y tallos de los arboles y los arbustos disponibles han
sido utilizados como alimento animal desde tiempos remotos, y parece ser el forraje
preferido por las cabras y algunas razas ovinas, particularmente en zonas aridas
(Caceres y Gonzalez, 2002). La utilizacién y relevancia de estas plantas como
forraje no convencional consiste en las diferentes caracteristicas agrondémicas

deseables en la alimentacion animal, como el valor nutritivo, la competitividad contra
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hierbas indeseables, distribucién, adaptacion al clima y condiciones edafoldgicas,

resistencia a plagas y enfermedades de las plantas, entre otras (Ramirez, 2009).

En tiempos recientes estas plantas han sido introducidas en sistemas de cultivo y
pastoreo para suministrar alimento con alta concentracion en proteina
suplementaria para dietas de baja calidad Caceres y Gonzalez, 2002). Arbustos o
arboles forrajeros como el encino (Quercus, spp.), la acacia (Acacia, spp.), el
mezquite (Prosopis, spp.), guaje (Leucaena leucocephala), chijol (Piscidia piscipula)
y tejocote (Crataegus mexicana) han sido clasificados como alimentos no
convencionales y son utilizados en la alimentacion de los ovinos (Zaragoza y

Castrellon, 1999; Galaviz, et al., 2011).

En México se han realizado diversos ensayos para determinar la viabilidad de la
utilizacion de arboles y arbustos como alternativas en la alimentacion del ganado,
destacando sus ventajas como recurso vegetal no convencional en el

aprovechamiento en zonas aridas.

Méndez (2006) observé que especies arbéreas y arbustivas como Leucaena glauca,
Pithecellobium dulce y Atriplex canescens poseen un alto valor nutrimental para el
ganado, destacando que el follaje de estas especies puede recolectarse y
almacenarse, u ofrecerse directamente como fuente de alimento para rumiantes,

principalmente en la época de escasez de otros forrajes.
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En otras investigaciones, se identifico que la vaina del mezquite (Prosopis laevigata)
es un ingrediente no convencional potencialmente valioso en zonas del pais con
una baja precipitacion pluvial y puede ser considerado como una alternativa
econdmica para la alimentacion del ganado debido a su valor nutricional,
comparable con subproductos agroindustriales tradicionalmente usados como

complemento forrajero (Ruiz, 2011; Pefa, 2015).

Alimentos funcionales

El término “Alimento Funcional” fue propuesto por primera vez en Japon en la
década de los 80’s y que se refiere a aquellos alimentos procesados los cuales
contienen ingredientes (ingredientes funcionales) que desempefian una funcion
especifica en las funciones fisioldgicas del organismo humano, mas all4 de su
contenido nutrimental (Alvidrez-Morales, et al., 2002). Entre los principales
ingredientes de los alimentos funcionales estan los polifenoles, carotenoides,
hesperidina, acidos grasos insaturados, licopeno, y fitosteroles. Los alimentos
funcionales mas utilizados en la nutriciébn animal son los antioxidantes. (Kasapidou,

et al., 2015).

Coccidiosis ovina

Las enfermedades parasitarias afectan la productividad de los ovinos en pastoreo y
son consideradas como uno de los principales problemas que enfrenta esta especie

en todo el mundo. Estas enfermedades afectan con mayor frecuencia a animales
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jovenes en desarrollo, provocando baja ganancia de peso y retraso en el crecimiento

(Gonzélez, et al., 2011).

Entre las principales enfermedades parasitarias que afectan a los rumiantes, se
encuentra la coccidiosis ovina es una enfermedad intestinal altamente contagiosa,
provocada por la multiplicacion de organismos protozoarios unicelulares
pertenecientes a la clase Sporozoea, orden Eucoccidiida, familia Eimeriidae y
género Eimeria, que se desarrollan dentro de las células intestinales de sus
huéspedes. Estos protozoarios pueden influir negativamente en la salud y en el
rendimiento productivo de los borregos, con una mortalidad de hasta el 20%. Esta
enfermedad se caracteriza por una alta produccion de citocinas proinflamatorias y
estrés oxidativo, los cuales pueden dafar el tejido intestinal (Gonzalez, et al., 2011;

Rossanigo, 2007; Cervantes, 2016).

Las especies de Eimeria se desarrollan en un ciclo de vida directo de tres etapas.
Dos etapas se desarrollan dentro de las células intestinales de un huésped y la
tercera etapa ocurre fuera del cuerpo del huésped, en un ooquiste que protege los

esporozoitos infecciosos enquistados del medio ambiente (Jolley y Bardsley, 2006).

Los farmacos que se usan con mayor frecuencia para su tratamiento son:
sulfonamidas, coccidiostatos y iondforos, los cuales actuan en el dltimo estadio del
ciclo de vida; las quinolonas interrumpen el desarrollo de la coccidia desde el

comienzo del ciclo de vida. El principal problema al cual se enfrentan los
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productores, es la resistencia que se tiene con ciertos farmacos, la cual se ha

descrito principalmente en aves de produccién (Cervantes, 2016)

MATERIALES Y METODOS

Recoleccién de la planta

La recoleccion de L. tridentata se llevé a cabo en mayo del 2016 en la comunidad
de El Huizache, municipio de Soledad de Graciano Sanchez, San Luis Potosi,
México. Los sitios de colecta estan ubicados cerca de las coordenadas a 22°14°13”
Ny 100°51°36” O a 1834 msnm, con una temperatura promedio anual de 21° C y
precipitaciéon de 950 mm (llustracion 1). Se cortaron dos tercios superiores de la
planta (tallo y hoja) y se trasladaron a la unidad ovina de la Facultad de Agronomia
y Veterinaria de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi. Ahi, la biomasa de
los arbustos fue secada a temperatura ambiente a la sombra durante dos semanas

(llustracion 2).

50



llustracion 1. Ejemplar de gobernadora (Larrea tridentata) en la localidad de El Huizache,
municipio de Soledad de Graciano Sanchez, S.L.P.

llustracion 2. Secado bajo la sombra de gobernadora
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Posteriormente las plantas fueron molidas en un molino de martillos (Mod. 301085,

Molinos Azteca) (llustracion 3) y cribadas en un tamiz de % de pulgada (llustracion

4).

llustracion 3. Molino de martillos

llustracion 4. Criba de % para molino de martillos

Formulacion de dietas
Las dietas integrales experimentales se formularon para ovinos de acuerdo con los
requerimientos establecidos por el NRC (1985) para borregos de 20 kg de peso vivo

y una ganancia diaria de peso (GDP) promedio de 250 g. Los ingredientes para la
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elaboracién de las dietas fueron grano quebrado de maiz amarillo, pasta de soya,
melaza de cafia, paja de sorgo y minerales y vitaminas (Nu-3®). La planta molida se
adiciondé (en base seca) en la dieta a razon de 0, 5 y 10%, en sustitucion del
contenido de forraje (paja de sorgo) (Tabla 1). Los ingredientes fueron
comercializados con los productores locales, se pesaron y mezclaron (mezcladora

horizontal de paletas 2000, Azteca, Guadalajara, Jal., México) (llustracion 5).

w .
. el

llustracion 5. Mezcladora horizontal de paletas
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Tabla 1. Ingredientes de las dietas experimentales para corderos de finalizacion

L.tridentata, % (base seca)
Ingrediente, % MS

0 5 10
Maiz amarillo quebrado 60 60 60
Pasta de soya 18 18 18
Melaza 10 10 10
Paja de sorgo 10 5 0
Minerales y vitaminas 2 2 2
Gobernadora 0 5 10

Los valores de porcentaje de materia seca (MS), proteina cruda y cenizas de las
dietas experimentales fueron estimados de acuerdo con el AOAC (2006). La fibra

detergente neutro fue determinada con el método descrito por Mertens (2002).

Disefio experimental, animales e instalaciones

El estudio experimental se realiz6 en la unidad ovina de la Facultad de Agronomia
y Veterinaria de la Universidad Autbnoma de San Luis Potosi, entre los meses de
junio y agosto del 2016. Los corderos para el ensayo de crecimiento fueron 21
machos de la raza Rambouillet, enteros y destetados, con una edad promedio de
tres meses y 22.1 + 1.7 kg de peso vivo. Previo al estudio, los corderos fueron
vacunados (Bacterina Biobac® 11 vias, Bio Zoo) y desparasitados con ivermectina
(Baymec® Prolong, Bayer) y fueron adaptados al cambio de dieta durante 21 dias
en jaulas metabdlicas de 1.20 X 0.80 m provistas de sombra, bebederos y

comederos a libre acceso (llustracién 6). Durante el periodo de adaptacion, se les
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alimenté con alfalfa y su dieta fue cambiando gradualmente a dietas con la misma
cantidad de grano que las dietas experimentales. Después del periodo de
adaptacion, los corderos fueron asignados de manera aleatoria a una dieta control
y a dos dietas experimentales de finalizacion que contenian respectivamente 0
(CON, n=7), 5 (LT50, n=7) y 10% (LT100, n=7) de Larrea tridentata en base seca.

Las dietas y el agua fresca fueron ofrecidas diariamente a libre acceso.

llustracion 6. Jaulas metabdlicas para ovinos

Ensayo de crecimiento

Los animales fueron alimentados a las 8 y 16 horas. En las mafianas se pesaron los

rechazos de alimento del dia anterior para determinar el alimento consumido y
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ajustar la cantidad de alimento a ofrecer, considerando un aumento diario del 10%.
El consumo de alimento (alimento ofrecido — alimento rechazado) fue cuantificado

diariamente y promediado entre los dias del ensayo (llustracion 7).

llustracién 7. Pesaje del alimento rechazado y calculo de raciones diarias

El ensayo de crecimiento fue por 60 dias. Los corderos fueron pesados cada 15
dias con una béascula de piso, realizando un total de 5 pesajes durante el
experimento. Con estos registros se pudo conocer la ganancia total de peso como
resultado del peso final menos el peso inicial, y la ganancia diaria de peso al dividir
la ganancia total de peso entre los dias que duré el experimento. La conversion
alimentaria fue calculada dividiendo el consumo diario de alimento y la ganancia
diaria de peso, mientras que la eficiencia alimentaria fue estimada dividiendo la

ganancia diaria de peso entre el consumo de alimento.
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Cuantificacién de protozoarios en liquido ruminal

Al final del experimento, después del registro del Ultimo peso de cada borrego y a
las 3 h posteriores a la alimentacion diurna, una muestra (50 mL) de fluido ruminal
fue obtenida mediante sonda esofagica. Las muestras fueron usadas para medir el
pH con un potenciébmetro (Orion Start A221, Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos de América). Las muestras de fluido ruminal fueron
trasladadas inmediatamente al laboratorio y conservadas a 38°C hasta la
cuantificacion de protozoarios. Los protozoos fueron determinados por medio de
recuento optico (x100, Optika B100, Italia) siguiendo el método de Dehority (1984).

La concentracion de protozoos fue expresada en base logaritmica (log/ml).

Cuantificacién de Eimeria spp. en heces.

Al final del estudio, una muestra de heces fue obtenida directamente del recto de
cada borrego. Las muestras de heces fueron mantenidas en refrigeracion (4°C) para
el recuento de ooquistes. La cuantificacion de ooquistes de Eimeria spp. fue
realizado con la técnica de McMaster, de acuerdo con el protocolo de Foreyt (2001),
con un microscopio 6ptico a objetivo de 10x (Optika B100, Italia). El recuento de

ooquistes fue expresado en unidades por gramo de heces.

Sacrificio
Al concluir el periodo del ensayo experimental se mantuvo a los corderos en ayuno
de sdlidos y liquidos durante un periodo aproximado de 12 horas. Una vez que se

registré el peso (peso vivo al sacrificio), los corderos fueron sacrificados conforme
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a la Norma Oficial Mexicana NOM-033-SAG/Z0O0-2014. Después del sacrificio, se
drend la sangre y se retird la extremidad cefélica en la union atlanto-occipital, las
extremidades de los miembros entre los carpos y metacarpos/tarsos y metatarsos,
la piel y visceras, reteniendo Unicamente los rifiones y los testiculos (llustraciéon 8).
Posteriormente se registro el peso de la canal caliente. Las medidas de las canales
se realizaron segun el método descrito por Colomer-Rocher (1984) de la siguiente
manera: El largo de la canal se midié desde el borde de la primera vértebra cervical
hasta la articulacion sacrococcigea. El largo de la pierna se midié desde la epifisis
proximal del fémur hasta el borde exterior de la articulacion tarso-metatarsiana. El
perimetro de la grupa es el perimetro de esta region tomando como referencia los
trocanteres mayores de ambos fémures y el ancho de la grupa es la anchura
maxima entre estas dos referencias. El perimetro del térax se midié tomando como
referencia la apofisis xifoides. El ancho del térax es la anchura maxima del torax a
nivel de las costillas y la profundidad del térax es la distancia maxima entre el

esterndn y la apdfisis de la sexta vértebra toracica.

Una vez tomadas las medidas, se procedié a mantener las canales en refrigeracion
durante 24 horas a 4°C. Posteriormente se registré el peso de la canal fria. El
rendimiento de la canal fria y caliente, se calcul6 dividiendo el peso de la canal entre
el peso vivo al sacrificio. Una vez que se obtuvo el peso de la canal fria, se realizo
una incision con un bisturi a 4 cm del borde superior de la ultima costillay a 4 cm
de distancia de la columna vertebral y se midi6 el espesor de la grasa subcutanea

con un vernier convencional.
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LT50 LT100

llustracion 8. Canales de corderos, vista dorsal y ventral

ANALISIS ESTADISTICO

Las variables ganancia diaria de peso, consumo de alimento, conversion y eficiencia
alimentaria fueron analizadas considerando un disefio completamente al azar con
siete repeticiones por tratamiento. Para ello, se utilizd el procedimiento MIXED de
SAS (2002); el tratamiento (dieta) fue incluido como componente fijo en el modelo,
mientras que el borrego fue involucrado como componente aleatorio. Las

comparaciones de medias se hicieron con la prueba de Tukey (SAS, 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis proximal indic6 que la parte aérea del arbusto de gobernadora contiene

85% materia seca, 12% de proteina cruda, 58% de fibra detergente neutro y 10%
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de cenizas (base seca) (Tabla 2). Estos resultados indican que la gobernadora
contiene cantidades de nutrientes similares a henos o ensilados de gramineas
convencionales como cebada, maiz y zacates de climas templados (NRC, 2001).
Duisberg menciona, en 1952, que la gobernadora posee cualidades nutrimentales
similares que las del heno de alfalfa, con 14.6% de proteina cruda, 18% de extracto
etéreo, 13.4% de fibra cruda y 9.5% de cenizas. Por su parte, Guerrero-Cervantes
et al. (2012) indicaron que el contenido mineral de la gobernadora (por kg de materia
seca: 21 gCa,19gP,1gMg,1gNa, 99K, 22 mg Cu, 374 mg Fe, 84 mg Mn, 62
mg Zn) es mayor que el de la vegetacion espontanea de los agostaderos de la zona
norte de México. Sin embargo, el contenido mayor de metabolitos secundarios
contenidos en la biomasa de gobernadora, en comparacién con forrajes

convencionales, puede limitar su preferencia de consumo (Estell, 2010).

Tabla 2. Analisis proximal de las dietas experimentales para corderos

CON LT50 LT100
Materia seca, % 87.0 86.7 86.1
Proteina cruda, % MS 16.1 16.5 16.7
Fibra detergente neutro, % MS 14.5 14.7 14.5
Cenizas, % MS 62 63 63

Durante el experimento, los animales no mostraron signos asociados a
intoxicaciones, estrés o patologias, tales como diarrea, anorexia, polidipsia, poliuria,

ataxia, vomito, vocalizaciones o cambios en el comportamiento. Después de las
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nueve semanas del experimento, se obtuvieron los resultados del ensayo de
crecimiento contenidos en la Tabla 3. No hubo diferencias (p>0.05) entre los
tratamientos para ganancia de peso y peso final; sin embargo, hubo una tendencia
numérica de mayor peso para el grupo control. Los corderos que se alimentaron con
las dietas LT50 y LT100 (5 y 10% de materia seca de gobernadora) consumieron
menos (p<0.05) alimento que los corderos alimentados con la dieta CON. Como
resultado de una reduccion en el consumo, los valores de conversion alimentaria
fueron disminuidos (p<0.05) por efecto de la dieta con gobernadora, observandose
resultados més eficientes en la dieta del grupo LT100. La reduccion del consumo
por gobernadora pueden ser resultado del contenido de compuestos secundarios,
ya que la preferencia o palatabilidad en borregos esta relacionado negativamente
con concentracion de compuestos fendlicos, taninos condensados e hidrolizables y

saponinas (Estell, 2010).

No hubo diferencias (p>0.05) para la eficiencia alimentaria entre los diferentes
tratamientos (Tabla 3), aun cuando la biomasa de gobernadora es poco palatable
para borregas (Duisberg, 1952). En ese contexto, Duisberg (1952) mejord la
palatabilidad de la gobernadora al eliminar la resina con una extraccion alcohdlica.
También, Holechek et al. (1990) indicaron que la gobernadora tiene menor
palatabilidad y digestibilidad que la alfalfa para cabras, aunque puede ser una fuente

importante de nutrientes.
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Tabla 3. Variables productivas de corderos alimentados con dietas con 0 (CON), 5 (LT50)
y 10 % (LT100) de L. tridentata

CON LT50 LT100 EEM P<

Peso inicial, kg 23.90 20.714 21.628 1.393 0.27
Peso final, kg 43.38 38.48 40.02 2.089 0.27
Ganancia total, kg 19.48 17.77 18.40 1970 0.84
Ganancia de peso (GDP), kg d* 0.32 0.30 0.30 0.049 0.84
Consumo (CMS), kg MS d* 1.312 1.14> 1.12° 0.171 0.02
Conversion (CMS/GDP) 4,092 3.80° 3.73° 0.430 0.04
Eficiencia (GDP/CMS) 0.25 0.26 0.26 0.011 0.69

EEM= Error estandar de la media. Valores con la misma literal son estadisticamente iguales (p>0.05)

El pH del fluido ruminal de los corderos alimentados con dietas con biomasa de
gobernadora fue similar (p>0.05) que el del grupo control. Sin embargo, el recuento
de protozoarios del fluido ruminal y el nimero de ooquistes en heces fueron
menores (p<0.05) conforme se incrementd el porcentaje de materia seca de

gobernadora en la dieta (Tabla 4).

Extractos diclorometandlicos de biomasa de gobernadora mostraron actividad
contra protozoos patdgenos causantes de tripanosomiasis, leishmaniasis vy
plasmodiosis (Schmidt et al., 2012). En protozoos intestinales (Giardia lambia,
Entamoeba histolytica y Naeglia fowleri) de patogenicidad considerable para
humanos, los metabolitos secundarios de materia de gobernadora mostraron ser
eficaces para el tratamiento terapéutico de amebiasis, giardiasis y de

meningoencefalitis amebiana primaria (Bashyal et al., 2017). Este mecanismo anti
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protozoario de los lignanos de gobernadora irrumpe la modulacion de la actividad
de la proteasa cisteina en los trofozoitos, disminuyendo asi su virulencia (Bashyal
et al.,, 2017). La informacién sobre el efecto de componentes de la biomasa de
gobernadora en protozoarios ruminales no patdgenos es inexistente, pero el
mecanismo anti protozoario puede ser similar al descrito para protozoarios

patégenos en seres humanos.

Tabla 4. Valores de pH y nimero de protozoarios en fluido ruminal, y nimero de ooquistes
en heces de corderos alimentados con dietas con 0 (CON), 5 (LT50) y 10 % (LT100) de L.
tridentata

CON LT50 LT100 EEM P<

pH 6.4 6.4 6.3 0.21 0.59
Protozoarios (x 10°mL™) 11.82  6.4° 5.2¢ 0.02 0.02

Ooquistes por g de heces Logio 12.42  8.5P 7.4¢ 0.57 0.01

EEM= Error estandar de la media.

Al momento del sacrificio, los corderos no mostraron lesiones macroscopicas en
higado, riflones, bazo o intestinos. Como se observa en la Tabla 5, no hubo
diferencias (p>0.05) en las caracteristicas de la canal con los diferentes
tratamientos, excepto para la longitud de la canal y la longitud de la pierna resultaron
diferentes (p<0.05), obteniendo canales con mayor longitud y de mayor altura en el

grupo CON.
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Tabla 5. Caracteristicas de canales de corderos alimentados con dietas con 0 (CON), 5

(LT50) y 10 % (LT100) de L. tridentata

CON LT50 LT100 EEM P <
Largo de la canal, cm 78.712 75.57% 73.14°> 1.37 0.03
Largo de la pierna, cm 43.292 36.29° 39.712 1.66 0.03
Perimetro de la grupa, cm 63.57 59.07 62.86 1.64 0.17
Ancho de la grupa, cm 16.71 16.29 16.14 0.67 0.83
Perimetro de torax, cm 82.71 80.36 79.21 156 0.31
Ancho de térax, cm 16.43 15.86 15.50 0.47 0.39
Profundidad de térax, cm 36.43 3257 3314 131 0.12
Espesor de la grasa dorsal, cm 2.61 1.94 217 0.49 0.65

EEM= Error estandar de la media. Valores con la misma literal son estadisticamente iguales (p>0.05)

En cuanto al rendimiento de la canal, como puede observarse en la Tabla 6, los

pesos en la canal fria y caliente fueron similares (p>0.05). De igual manera, no se

observaron diferencias en el rendimiento de la canal fria y caliente de los animales

tratados con las dietas experimentales y la dieta control.

Tabla 6. Rendimiento de canales de corderos alimentados con dietas con 0 (CON), 5 (LT50)

y 10 % (LT100) de L. tridentata

CON LT50 LT100 EEM P <
Peso canal caliente, kg 21.60 18.44 1834 1.02 0.07
Peso canal fria, kg 21.32 18.19 18.27 1.03 0.08
Rendimiento canal caliente, % 50.06 47.71 46.17 1.66 0.31
Rendimiento canal fria, % 49.42 47.04 4596 1.66 0.38

EEM= Error estandar de la media.
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A pesar de que la ganancia de peso final entre los tres tratamientos fue
estadisticamente similar, el consumo de alimento fue menor en las dietas
experimentales, lo que resulta en una mejor conversion alimenticia. De igual
manera, al realizar la evaluacion de las canales, se obtuvieron medidas similares y
los resultados del rendimiento y las principales caracteristicas de la canal no
mostraron diferencias. De esta manera, al incorporar a L. tridentata en como forraje
en la elaboracion de dietas para corderos de engorda, se obtienen mejores
resultados en el desempefio productivo de los animales, en comparacién con una
dieta elaborada con ingredientes tradicionales. Una reduccién en el consumo de
alimento, asi como la utilizacion de ingredientes alternativos, se traduce en mejores
resultados en la conversion de alimento y por lo tanto, una disminucién en los costos
de produccion sin que el rendimiento y las principales medidas en la evaluacién de

canales se vean afectadas.

En general, la salud de los corderos fue normal posiblemente a que no consumieron
cantidades grandes de lignanos. De acuerdo con Lodge-lvey et al. (2012), L.
tridentata contiene 38 mg/g NDGA,; entonces, en corderos con un consumo diario
de 12.5 g de NDGA puede causar dafios sobre la poblacion bacteriana del rumen y
la salud del animal. Por lo tanto, en el presente estudio, considerando estas
concentraciones de NDGA, los corderos alimentados con la dieta con 10% de
gobernadora pudieron haber consumido 1.12 kg diarios de alimento, lo cual implica

un consumo diario de 4.2 g de NDGA.
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Los efectos del consumo de gobernadora en las poblaciones y metabolitos
ruminales, digestibilidad de nutrientes y calidad de carne y leche, se desconocen.
Por lo tanto, estudios con gobernadora que evallen cambios y adaptabilidad de las
poblaciones ruminales y como éstos afectan el metabolismo ruminal y general de

rumiantes, son necesarios.

CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que el uso de 10% de gobernadora como fuente de forraje
en dietas para corderos no incrementé la ganancia diaria de peso, pero redujo la
carga de ooquistes de Eimeria spp. en las heces, lo cual puede ser de utilidad como
coccidiostato en ovinos. A pesar de que gobernadora redujo el consumo de
alimento, los resultados indican que la inclusiéon de biomasa de L. tridentata como

forraje en la dieta puede ser conveniente en la finalizacion de corderos.
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CAPITULO Ill. GENERACION DE ESPECIES REACTIVAS DE
OXIGENO Y DANO AL ADN EN CORDEROS

RESUMEN

La Larrea tridentata (gobernadora) es una planta ampliamente distribuida en las
zonas aridas y semiaridas de México y el sur de Estados Unidos. Debido a su valor
nutricional, es un recurso vegetal que puede ofrecer ventajas en la nutricion de
rumiantes, sin embargo no es consumida habitualmente debido su olor astringente
y su baja palatabilidad. De manera popular, L. tridentata es considerada como una
planta téxica que genera efectos negativos al ser consumida. Actualmente, existen
pocas evidencias cientificas que informen de los efectos del uso de la gobernadora
como alimento para rumiantes. El objetivo principal de esta investigacion fue evaluar
el estrés oxidativo mediante la determinacién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) por citometria de flujo, asi como el dafio al ADN mediante el ensayo cometa,
en células mononucleares de sangre periférica de corderos alimentados con 0, 5y
10 % de L. tridentata durante un periodo de engorda de 60 dias. Como objetivo
secundario, se estimé el consumo diario de NDGA como marco de referencia. Se
obtuvieron valores de intensidad de fluorescencia media (IFM) menores en los
corderos alimentados con 10% de L. tridentata (p<0.05) que corresponden a un
menor estrés oxidativo. Los valores asociados al dafio al ADN demostraron un dafio
menor en el mismo grupo de animales (p<0.05). Estos resultados muestran el efecto
antioxidante de la planta al ser utilizada como un alimento funcional en la
elaboracion de dietas tradicionales de engorda.

PALABRAS CLAVE: Larrea tridentata, ESTRES OXIDATIVO, ENSAYO COMETA.
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INTRODUCCION

Larrea tridentata es una planta arbustifera de la familia de las zigofilaceas. Se
encuentra ampliamente distribuida en las zonas aridas del norte y centro de México
y del sur de los Estados Unidos (Merriam, 1893). Se le han atribuido diversas
propiedades como antibibticas, antimicrobianas, antifingicas, antioxidantes, entre
otras, por lo que ha sido ampliamente utilizado en la herbolaria tradicional en la
preparacion de infusiones y soluciones (Arteaga, et al., 2005; Lira-Saldivar, 2003;
Martins, et al., 2012; Rzedowski, 2006). Entre los principales componentes de la
planta se encuentran diversos polifenoles tales como kaempferol, acido
dihidroguaiarético, Hemi—norisoguaiacin, Apigenin y acido nordihidroguaiarético
(NDGA) principalmente (Lira-Saldivar, et al., 2003; Gisvold y Thaker, 1974), siendo
éste ultimo el compuesto presente en mayor proporcion (Gonzalez-Coloma, et al.,
1988; Waller y Gisvold, 1945; Duisberg, et al., 1945; Valentine, et al., 1984,

Wellendorf, 1964; Arteaga et al., 2005).

El NDGA es el lignano al cual se le han atribuido propiedades antioxidantes, razén
por la cual fue muy utilizado en la industria alimentaria desde los anos 40’s como
conservador. Debido a esto, se han realizado investigaciones para determinar sus
efectos y su inocuidad. Estos estudios demostraron que en consumo cronico
produce dafio en tubulos renales y células hepéticas en ratas (De Smet, 1993). A
causa de lo anterior, el NDGA fue retirado de la lista de sustancias seguras por la
Food and Drug Administration (FDA) en Estados Unidos (Tyler, 1987; Barceloux,

2008).
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ElI NDGA se encuentra principalmente en la resina que cubre la hoja, aunque se han
encontrado cantidades minimas en los tallos. La concentracién del NDGA en la hoja
puede variar de acuerdo a la madurez de la planta. En hojas jévenes, los polifenoles
constituyen el 80% de la resina, de los cuales el 62.5% es NDGA, lo que
corresponde a un 50% del contenido total de la resina (Gonzalez-Coloma, et al.,
1988). Tomando en cuenta los datos anteriores, se calcula que en hojas jovenes de
L. tridentata se tiene una concentracion de NDGA de 100 mg/g. En la Tabla 7 se
mencionan las concentraciones de NDGA por gramo de hoja calculadas por

diversos autores.

Tabla 7. Concentracion de &cido nordihidroguaiarético (NDGA) en hojas secas de L.
tridentata

Autor (es), afio NDGA, mg g
Valentine, et al., 1984 16
Lodge-lvey, et al., 2012 38
De Smet, 1993; Gonzalez-Coloma, et al., 1988 40 - 100
Gisvold, 1948 65.5

93 - 150

Wellendorf, 1964

A pesar de la existencia de reportes toxicol6gicos en varios estudios realizados con
animales de laboratorio, en estos no se incluye la dosis letal en mg por kg de peso
corporal, por lo cual no se tiene un dato confiable de la dosis letal media (DLso) (De

Smet, 1993). En primeras investigaciones que se efectuaron acerca de la toxicidad
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del NDGA, se reportd una DLso aproximada de 4000 mg/kg en ratones y 5500 mg/kg
en ratas (Gisvold, 1948; Grice, et al., 1968; Goodman, et al., 1970); mientras que en
otro estudio donde se les administré 1 g de NDGA/kg de peso corporal en el alimento
durante seis semanas, se observé una disminucioén en la tallas y en el consumo de

alimento (Gardner, et al., 1986).

A pesar de su toxicidad, el NDGA ha mostrado propiedades antioxidantes (Kelly, et
al., 2001) a dosis menores, lo cual ha fomentado la realizacion de estudios para
valorar estos efectos. Estos estudios se han llevado a cabo en cultivos celulares de
tejido y flora microbiana aislada, asi como en animales de laboratorio en condiciones
controladas. Sin embargo, estas investigaciones no reproducen las condiciones
naturales en las que un animal consume la planta L. tridentata como alimento, y los

efectos que puedan presentarse derivados de esta dieta.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue identificar los efectos toxicos de L.
tridentata al ser consumida por corderos en una dieta de engorda, para lo cual se

eligieron dos pruebas para la determinacion de dafio celular.

La primera de ellas fue la cuantificacion de especies reactivas de oxigeno (ROS).
Las especies reactivas de oxigeno son compuestos que se forman en condiciones
patolégicas como cancer, exposicion a agentes toxicos, isquemia, infecciones,
enfermedades autoinmunes, procesos inflamatorios, entre otros; sin embargo,
también se generan de manera fisioldégica en el metabolismo celular (Chen, et al.,

2010). Estas especies incluyen principalmente compuestos como el peroxido de
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hidrégeno (H202), 6xido nitrico (NO), anién 6xido (O2’), peroxinitrito (ONOO"), acido
hipocloroso (HOCI) y radical hidroxilo (OH?) y son detectados mediante
fluorescencia (Wu y Yotnda, 2011). La prueba que se llevd a cabo, cuantifica la
intensidad media de fluorescencia que las células tefiidas con un colorante (2’, 7’-
diclorofluoroscein-diacetato [DFCH-DA]) emiten en condiciones de estrés (Rastogi,

et al., 2010).

Para la segunda prueba, se eligié el ensayo cometa, que cuantifica el dafio al ADN
0 genotoxicidad. Esta prueba permite determinar graficamente la cantidad de
material genético que es liberado de la célula. Debido a que es una prueba sencilla
y poco invasiva, ha sido muy popular y frecuentemente utilizada para determinar
dosis seguras de farmacos experimentales, efectos de nutrientes en la reparacion
celular, evaluacién de organismos vivos y pruebas en humanos, entre otros

(Piperakis, 2009).

El método descrito por Singh et al. (1988) identifica el dafio al ADN de células
individuales, cuantificando la fragmentacién de fibras simples de ADN de células
previamente lisadas, sometidas a electroforesis en medios alcalinos y tefidas con
bromuro de etidio. Se denomina Ensayo Cometa por la figura que forma la célula 'y
el material genético fragmentado, como la cabeza y la cauda de un cometa. Las
estimaciones del dafio se realizan mediante el numero de células afectadas, los
fragmentos de ADN vy la longitud de migracion. Para este estudio, se utilizo la técnica

para el ensayo en linfocitos humanos descrito por Gonzalez-Mille et al. (2012).
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REVISION DE LITERATURA

La generacion de especies reactivas de oxigeno y el estrés oxidativo

El oxigeno es un elemento esencial para la respiracion celular. Durante este
proceso, el oxigeno sufre una reduccion por una via alterna de la enzima citocromo
oxidasa, generando formas moleculares de oxigeno parcialmente reducidas, o
llamadas especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés Reactive
Oxygen Species). Estas especies, a pesar de ser producidas de manera cotidiana
y en condiciones fisiol6gicas controladas en los organismos vivos, son causantes
del llamado estrés oxidativo (EO) (Halliwel y Gutteridge, 2007). EI EO ocurre cuando
se altera el balance entre sustancias prooxidantes y antioxidantes, es decir, la
homeostasis celular de 6xido-reduccién (Blankenberg et al. 2003). Los agentes
antioxidantes pueden actuar como prooxidantes cuando se usan en altas

concentraciones (Delmas, et al., 2011; Carocho y Ferreira, 2013).

Prooxidantes

Entre las sustancias prooxidantes se encuentran los radicales libres que tienen un
electron no apareado, lo que genera una alta capacidad para reaccionar con
diversos compuestos. A su vez, estos radicales forman parte de las llamadas ROS,
y su importancia radica en su alta reactividad quimica, que permite que causen
modificaciones en macromoléculas de importancia biologica tales como lipidos,

proteinas y acidos nucleicos (Jerlich et al., 2000).
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El dafio a nivel de lipidos es conocido como perooxidacioén lipidica, que afecta a las
membranas celulares a través de la oxidacion de fosfolipidos y triglicéridos
contenidos en ella. Esto tiene efectos en la permeabilidad de la célula, lo que puede

causar edema y en algunos casos muerte celular (Jerlich et al., 2000).

La perooxidacion de los fosfolipidos de la membrana celular involucra un incremento
en la actividad de las fosfolipasas, principalmente la A2 (PLA2) (Kagan et al., 1978;
Sevanian et al., 1988; Sevanian y Kim, 1985; Shaikh y Downar, 1981). Esta enzima
libera el acido araquidonico para luego ser metabolizado por los sistemas
enzimaticos de la ciclooxigenasa y la lipooxigenasa. El acido araquidénico es un
acido graso que se encuentra en los fosfolipidos vy triglicéridos de las membranas
celulares, y es precursor de los eicosanoides, que incluyen a las prostaglandinas y
leucotrienos (Wilson, et al., 1989). Los eicosanoides han sido estudiados por su
asociacion con el desarrollo tumoral, proliferacion celular, metastasis y vigilancia

inmune (Fisher, 1997).

Los metabolitos resultantes, prostaglandinas y leucotrienos, estan involucrados en
el proceso inflamatorio, de manera que el efecto del NDGA como inhibidor de la
lipooxigenasa y del acido araquidonico, tiene como resultado un efecto preventivo
en el desarrollo de la inflamacion y es ademas un agente antiproliferativo en células
in vitro (Wilson, 1989). Otros efectos como el envejecimiento, enfermedades
degenerativas y cancer, asi como isquemia tisular general, son atribuidos a la

peroxidacion lipidica (Bermond, 1990).

83



Por otro lado, los dafios a proteinas incluyen principalmente la oxidacién de algunos
aminoacidos como histidina, metionina, tirosina y fenilalanina, formacion de grupos
carbonilo y modificacion de cadenas peptidicas mediante el entrecruzamiento
(Venereo, 2003). Los cambios estructurales tendran en consecuencia cambios en

la funcién de los péptidos y proteinas afectados.

Dano al ADN

Ademas de los efectos inflamatorios derivados de la peroxidacion lipidica y la
oxidacion de aminoécidos, la generacion de ROS vy el dafio a la membrana celular
pueden ocasionar la pérdida de la funcionalidad de los organelos provocando dafios

en el material genético de las células (Venereo, 2003).

La estructura del ADN es susceptible al atague de ROS tanto a nivel de
cromosomas, genes, desoxirribosa y bases nitrogenadas, de manera que se pueden
presentar una variedad de efectos que van desde la modificacion de bases, la
generacion de sitios apuricos o apirimidinicos (AP) por la ruptura del enlace
glicosidico, la ruptura de una de las cadenas de la doble hélice y mutaciones, hasta
la activacibn de oncogenes e inactivacion de los genes supresores y dafio
endotelial, que puede favorecer la activacion de procesos carcinogénicos y

metastasicos (Guyton y Kensler, 1993; Venereo, 2003; Zorrilla-Garcia, et al., 2014).

De los efectos toxicos, la carcinogénesis es de especial interés en el estudio de

ROS, ya que se ha comprobado que pueden estimular el desarrollo tumoral en las
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etapas de induccion o iniciacion, en la promocién de la expansion tumoral y en la
progresion del tumor o malignizacion. (Dreher et al., 1996; Ahmed et al., 1995;

Lelkes et al., 1998; Maki et al., 1992; Dreher et al., 1995).

Antioxidantes

Para protegerse de los efectos adversos del EO, las células poseen mecanismos
moleculares en los cuales intervienen los antioxidantes, que son moléculas con la
capacidad de prevenir y/o evitar la oxidacién de otra molécula. La interaccion de los
antioxidantes con las ROS puede llevar a la estabilizacion, o bien, a su
transformacion en configuraciones de mayor estabilidad y por lo tanto, de menor

reactividad (Halliwel y Gutteridge, 2007; Sies, 1986).

Los antioxidantes pueden clasificarse de acuerdo a su peso molecular. Los de alto
peso molecular son las llamadas enzimas antioxidantes, mientras que aquellos de
menor peso molecular son de diversa naturaleza quimica, como las vitaminas E y
C, los carotenos, el acido Urico, el glutation reducido o GSH, los compuestos

fendlicos, entre otros (Halliwell y Gutteridge, 2007; Sies, 1986; Bors y Michel, 1999).

En el grupo de las enzimas con actividad antioxidante se encuentran la superoxido
dismutasa (SOD), la catalasa (Cat) y la glutation peroxidasa (GPx), las cuales tienen
efecto sobre las especies superoxido y peréxido de hidrégeno, convirtiéndolas a
moléculas méas estables como Oz y agua. Su accién evita a formacion de especies

mas reactivas como el radical hidroxilo (OH) (Saez, 2005; Blackenberg et al. 2003).
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A pesar de ser considerado como antioxidante, el NDGA ha sido probado para medir
la citotoxicidad en hepatocitos, dados los antecedentes de toxicidad en humanos.
En un estudio conducido por Sahu y colaboradores en 2006, con cultivo de
hepatocitos de rata, se encontré que en un rango de concentracion de 20-100 uM
el NDGA present6 un efecto prooxidante. Este efecto doble puede depender de la
concentracion, ya que en concentracion menor a 10 uM, el NDGA mostré un efecto

antioxidante en macréfagos alveolares de rata (Robinson et al., 1990).

MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevéo a cabo con 21 corderos machos Rambouillet con un
promedio de edad de 3 meses, que fueron asignados aleatoriamente a tres grupos
experimentales con tres niveles de L. tridentata en base seca incluida como forraje
en la dieta: 0% (CON, n=7), 5% (LT50, n=7) y 10% (LT100, n=7). Los animales
fueron alojados individualmente y alimentados a libre acceso por 60 dias, con un

periodo previo de adaptacion de tres semanas.

Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Obtencién y separacion de células mononucleares de sangre periférica

Los animales fueron mantenidos en ayuno de agua y alimento de 12 horas previas
a la toma de muestra. Posteriormente, se obtuvieron 4 ml de sangre por cada animal
mediante puncion de la vena yugular que fue recolectada en tubos vacutainer con

EDTA como anticoagulante. La separacion de células mononucleares fue mediante
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un gradiente de Ficoll-paque. Se diluyd la sangre a razén de 1:1 con buffer de
fosfatos estéril (PBS). Posteriormente, se agregdé 2 ml de Ficoll-paque y se
centrifugd a 2500 rpm durante 20 minutos. Se obtuvieron las células mononucleares
y se depositaron en tubos de cultivo; se les agrego PBS y se centrifugaron a 1800
rpm durante 15 minutos para realizar el lavado de las células. Se desech¢ el
sobrenadante, se re-suspendid el paquete de células mononucleares en medio
RPMI-1640 suplementado y se ajusté la densidad celular a 1 X 10% ml* (Orta-Garcia

et al., 2015).

Cuantificacion intracelular de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Se colocaron 1X10° células mononucleares en tubos Falcon de 5 ml por duplicado
para cada condicion (control de vehiculo, control positivo, grupo control, grupo A'y
grupo B). Se agreg6 2 ul de 2, 7’-diclorofluoroscein-diacetato (DFCH-DA) 20 uM y
se incubaron a 37°C protegidas de la luz durante 30 minutos. Los datos fueron
analizados usando un citometro de flujo BD FACS Modelo Calibur con una longitud
de onda de excitacion de 480 nm / una longitud de onda de emisi6on de 530 nm
(Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA). Se analiz6 un minimo de 10, 000 eventos
por muestra y los resultados expresan la intensidad media de fluorescencia (IMF)

gue es proporcional a la generacion de ROS (Pérez-Maldonado et al., 2005).
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Dafio al ADN (Ensayo Cometa)

Preparacion de las laminillas y la solucion lisis

Para la preparacion de las laminillas, se procedié a colocar 150 uL de agarosa
regular (Sigma-Aldrich), y se distribuyd por toda la superficie. A continuacion se
secaron las laminillas en el horno, a una temperatura entre 65y 70° C. La solucién
de lisis (pH 10) se prepar6 con Tris-HCI (Sigma) 10 mM, NaCl 25 M (J.T.
Baker/ACS) y Na2 EDTA (Sigma) 0.1 M. Finalmente, se agrego el 10% de DMSO
(Sigma) y 1% de Triton 100 X (Sigma-Aldrich). La solucion fue vertida en vasos

Coplin y enfriada previamente a su uso.

De cada muestra de sangre obtenida en tubo Vacutainer con heparina, se tomoé una
alicuota de 15 pL en tubos conicos de 2 ml (Eppendorf), se agregaron 225 uL de
agarosa de bajo punto de fusion y se procedio a agitar en vortex. De esta mezcla,
se tomaron 75 L, se colocaron en las laminillas con agarosa y se cubrieron con
cubreobjetos. A continuacion, las laminillas fueron refrigeradas durante 5 minutos y
enseguida se retiraron los cubreobjetos para agregar 75 uL de agarosa de bajo
punto de fusion. Se colocaron cubreobjetos y se refrigeraron nuevamente por 5 min.
Terminado el tiempo, se retiraron los cubreobjetos y se colocaron las laminillas en

los vasos Coplin, conteniendo la solucion de lisis (Gonzalez-Mille et al., 2012)

Electroforesis

La electroforesis se llevd a cabo siguiendo la técnica descrita por Singh et al., con

algunas variaciones. El proceso se llevo a cabo en un cuarto frio, a una temperatura
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de 4° C, en condiciones de oscuridad y con la ayuda de una lampara de luz amarilla.
Se prepard solucion de electroforesis con NaOH (J.T. Baker/ACS) 300 nM vy
Na2EDTA 10 mM a pH > 13). Se ajusté la camara para asegurar la posicion
horizontal y se afiadi6 la solucion de electroforesis hasta cubrir las laminillas. Se
dejaron reposar durante 20 minutos para favorecer el desenrollamiento del ADN.
Para proceder con la electroforesis, los parametros de operaciéon de la fuente de

poder fueron de 25 V y 300 mA.

Después de la electroforesis, las laminillas fueron enjuagadas con buffer Trisma
Base 0.4 M. Después de dejar reposar por 5 minutos, se repitid el lavado para
posteriormente agregar etanol anhidro. Después de 5 minutos se repitio este lavado
y se dejaron secar para guardarlas. Para su observacion, las laminillas fueron
tefiidas justo antes del andlisis con bromuro de etidio (Sigma-Aldrich) (0.05mM), y

se les coloco un cubreobjetos.

El nivel de dafio al ADN fue mediante un andlisis de imagen en 100 células
mononucleares seleccionadas al azar por cada muestra de sangre, usando un
microscopio de epifluorescencia (Nikon Eclipse E400) Figura 2. La amplificacion de
la imagen de los cometas fue de 200x. Se calcul6 el Olive Time Moment (OTM), la
longitud de la cola (TL) y el % de ADN en la cola (tail%DNA) como indicadores de
dafio, usando el software Komet, v 4.0 Kinetic Imaging Ltd., Bromborough, UK. El
calculo del OTM se realiz6 mediante la formula:
OTM = (Media de la cola — Media de la cabeza) X % ADN cola / 100

(Gonzélez-Mille et al., 2012).
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Figura 2. Medicion del dafio al ADN

Calculo de la concentracion de NDGA en dietas

Para calcular la concentracion ingerida de NDGA en los grupos de estudio, se

tomaron los datos reportados en la literatura de las concentraciones minima (16

mg/g) y maxima (150 mg/g) de NDGA por gramo de hoja de L. tridentata en base

seca (Valentine et al., 1984; Wallendorf, 1964), y se considero el peso promedio de

los corderos por grupo durante el tiempo que durd el experimento. Los datos que se

utilizaron se describen en la Tabla 8.

Tabla 8. Valores para el célculo del consumo de NDGA

LT50 LT100
Peso promedio, (P), kg 29.56 30.82
Consumo, (CMS), kg MS d+? 1.14 1.12
L. tridentata en la dieta, (%LT), % 5 10
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Las férmulas que se utilizaron fueron las siguientes:
L. tridentata (g) = [(CMS) (%LT)] [1000]

Consumo de NDGA (mg) = (L. tridentata) (Contenido de NDGA) / Peso promedio

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados utilizando la prueba de ANOVA. Posteriormente, se
utilizé la prueba de Tukey para identificar la diferencia estadistica entre los grupos.
El valor estadistico fue de P<0.05. Los datos fueron analizados mediante el

programa SAS (version 9.0, 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

Especies reactivas de oxigeno (ROS)

En la comparacion de las medias de IFM, se observaron diferencias estadisticas
(p<0.05) en las media de los grupos CON y LT100. Como se puede observar en la
Tabla 9, el grupo LT100 mostré menor IFM (13.33) que el grupo CON (16.34), y por
lo tanto, menor estrés oxidativo. El grupo LT50 comparado con el grupo CON vy el
grupo LT100, a pesar de mostrar valores diferentes, fueron estadisticamente iguales

(p=0.05).

Tabla 9. Cuantificacién intracelular de especies reactivas de oxigeno en células
mononucleares de corderos alimentados con dietas con 0 % (CON), 5 % (LT50) y 10 %
(LT100) de L. tridentata

CON LT50 LT100 EEM Prob

IFM 16.34% 13.75% 13.33* 0.67 0.02
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IFM= Intensidad media de fluorescencia. EEM= Error estandar de la media. Valores con la misma literal son
estadisticamente iguales (p>0.05)

En la Figura 3 se muestran histogramas de IFM de cada tratamiento. Estos valores
representan la fluorescencia de un individuo de cada grupo. En cada histograma se
utilizé un marcador para definir el alcance de los eventos negativos para la tincion
(histograma en color azul), y por lo tanto, con este mismo criterio se delimito la zona
de eventos positivos para la tincion (histograma en color rojo). En estos
histogramas, se observan valores de IFM de 18.3, 145 y 11.6 para las
preparaciones celulares correspondientes a los tratamientos CON, LT50 y LT100,

respectivamente.
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Figura 3. Histogramas de cuantificacion intracelular de ROS por citometria de flujo en
células mononucleares de corderos alimentados con dietas con 0% (CON), 5% (LT50) y 10
% (LT100) de L. tridentata.

El estrés oxidativo que presentaron los 3 grupos podria deberse a condiciones
ambientales y la alimentacion. Los pequefios rumiantes bajo estrés ambiental,

muestran una mayor produccion de especies reactivas de oxigeno y una
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disminucién de las defensas antioxidantes, medidas como potencial antioxidante
biologico (Gupta et al., 2013; Chauahan et al., 2014). En concordancia con lo
anterior, en un estudio realizado por Caroprese y colaboradores (2019), observaron
que las condiciones ambientales como la temperatura, humedad o el manejo
zootécnico pueden causar un desequilibrio en las reacciones de 6xido - reduccion

en ovejas.

A pesar de que todos los animales que participaron en este estudio estuvieron bajo
las mismas condiciones ambientales, los animales alimentados con gobernadora
mostraron menores valores de IFM. Por su parte, Chauahan y colaboradores (2014),
determinaron que mediante la suplementacién de antioxidantes en la dieta, se
pueden revertir algunos de los efectos negativos del estrés por calor en el estado
oxidativo y mejorar algunas de las respuestas fisioldgicas al estrés por calor en las

ovejas.

Aunado a esto, se han aislado compuestos fendlicos de plantas con actividades
antioxidantes como la gobernadora, lo que puede reducir los niveles de ROS y
modulan la expresion de enzimas antioxidantes en diferentes tipos de células (Mata-
Campuzano, et al., 2012; Nafees, et al., 2015). Esto significa que, debido a sus
propiedades antioxidantes, el 10% de gobernadora que se incluy6 en las dietas del
grupo LT100 podria coadyuvar a conservar la homeostasis de Oxido-reduccion y

disminuir el estrés oxidativo de los animales que la consumieron.
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Ensayo cometa
En la Tabla 10 se pueden observar que los resultados de los promedios del OTM
indican diferencias (p<0.05) entre los grupos CON y TL100, observandose un OTM

mayor en el grupo CON (Figura 4).

Tabla 10. Ensayo cometa en células mononucleares de corderos alimentados con dietas
con 0 % (CON), 5 % (LT50) y 10 % (LT100) de L. tridentata

CON LT50 LT100 EEM Prob

OTM, pm 24.942 17.37%° 13.03° 1.99 <0.00
TL, pm 53.012 42.33%" 33.85° 3.37 <0.00
Tail DNA, % 62.352 46.20° 38.72° 3.70 <0.00

EEM= Error estandar de la media. Valores con la misma literal son estadisticamente iguales (p>0.05)

La comparacion de los grupos CON - LT50 y LT50 — LT100, no mostraron

diferencias significativas (p=0.05).
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Figura 4. Daio al ADN (OTM)

En cuanto el TL los resultaros tuvieron la misma tendencia que el OTM (Figura 5).
Las diferencias estadisticas se observaron en los grupos CON — LT100. El grupo
LT100 tuvo la longitud mas baja (p<0.05) de cola con 33.85 um mientras que el

grupo CON tuvo una longitud en promedio de 53.01 pm.
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Figura 5. Dafio al ADN (Longitud de cola)

Los resultados de Tail% DNA muestran una diferencia (p<0.05) entre las células
del grupo control y los grupos experimentales (Figura 6). Los porcentajes mas bajos
del ADN en la cola de los cometas se observaron en los grupos LT50 y LT100 con

38.72 y 46.20 % respectivamente, mientras que el grupo CON tuvo 62.35%.
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En las imagenes de la Figura 7 se observa la dimensién del dafio al ADN en las

células mononucleares de cada tratamiento.

Figura 7. Dafo al ADN en células mononucleares de corderos (200X)
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Estos resultados indican que los corderos del grupo LT100 presentaron menos dafio
en el ADN de las células mononucleares que las de los corderos alimentados con

una dieta elaborada con forraje tradicional.

Se han utilizado diferentes técnicas en borregos para determinar el dafio al ADN,
tales como el Ensayo de Intercambio de Cromatidas Hermanas (SCE) y el Ensayo
de Tunel (Dianovsky y Sivikova, 2001; Gouveia, et al., 2019). Sin embargo, debido
a que el ensayo cometa es una técnica relativamente rapida, simple y sensible para
el andlisis del dafio del ADN en todos los tipos de células, ha sido frecuentemente

utilizada en estudios de genotoxicidad (Cemeli, et al., 2009).

En estudios similares, se ha utilizado el ensayo cometa para identificar la integridad
del ADN de linfocitos de borregos expuestos a extractos de Tribulus terrestris, una
planta que pertenece a la misma familia de la gobernadora (Abdelrazek, et al.,
2018). Con algunas modificaciones, el ensayo cometa ha sido utilizado células
mononucleares de equinos para determinar el dafio al ADN producido la presencia

de protozoarios intraeritrocitarios (Radakovic, et al., 2016).

Desde hace 2 décadas, se han realizado estudios en el que se ha evaluado la
capacidad del NDGA para inhibir el dafio al ADN a través del ensayo Cometa. En
un estudio realizado por Kelly y colaboradores (2001), se observo que el NDGA
redujo la fragmentacion de fibras de ADN en cultivos celulares. A pesar de que el
ensayo cometa ha sido de los mas utilizados, no se han reportado estudios en

células de borrego en donde se evalule la capacidad antioxidante de la gobernadora.
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Calculo de la concentracion de NDGA en dietas.

La cantidad aproximada de NDGA que los animales alimentados con dietas con L.
tridentata consumieron se describen en la Tabla 11. De acuerdo a la literatura, no
se cuenta con datos que indiquen la DLso en corderos. La DLso mas aproximada
para contrastar la informacion obtenida en esta investigacion es de 4000 mg/ kg en
roedores y 5500 mg/ kg en ratas por via oral, descrita en distintas investigaciones

(Gisvold, 1948; Grice, et al., 1968; Goodman, et al., 1970).

Tabla 11. Rangos de consumos de NDGA de corderos alimentados con dietas con L.
tridentata

NDGA mg / kg de peso corporal LT50 LT100
Consumo minimo 30.85 58.14
Consumo maximo 289.24 545.10

EL NDGA que los animales pudieron haber consumido en ambas dietas fue menor
gue la que se requiere para causar la muerte de algunos roedores. El grupo LT50
consumié entre 14 y 130 veces menos cantidad de NDGA que la DLso de ratones y
entre 19 y 178 veces menos cantidad en el caso de ratas. Para el grupo LT100, los
animales consumieron entre 7 y 69 veces menos cantidad de NDGA que DLso de

ratones y entre 10 y 95 veces menos cantidad en el caso de ratas.

Es ampliamente aceptado que los antioxidantes, ya sean enddgenos o de la dieta,

juegan un papel clave en la preservacion de la salud. Como se mencioné

anteriormente, son capaces de reducir las especies radicales generadas en
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situaciones de estrés oxidativo, desencadenadas ya sea por patologias o
xenobidticos, y protegen la integridad del ADN de los genotdxicos (Cemeli, et al.,

2009).

Por otro lado, también se menciond que las antioxidantes pueden convertirse en
prooxidantes si son utilizados en cantidades excesivas y por tiempos prolongados.
Esto puede explicar los efectos adversos observados en los diferentes modelos
animales en los que se ha evaluado la toxicidad de la L. tridentata (Grice et al.,
1968; Goodman et al., 1970; Evan y Gardner, 1979; Gardner et al., 1986; Gardner
et al., 1987; De Smet, 1993; Sheihk et al., 1997; Lambert et al., 2004). En este
estudio se comprobd que las proporciones de gobernadora que se utilizaron en las
dietas para corderos, podrian tener un efecto antioxidante al reducir la generacién
de ROS e inhibir el dafio al ADN sin que la salud de los animales se vea

comprometida.

CONCLUSIONES

De acuerdo con las pruebas para la determinacion de ROS, el uso de L. tridentata
como ingrediente en las dietas para corderos, no mostraron dafios degenerativos
en las células sanguineas, por el contrario, se observé una reduccion en el estrés
oxidativo en comparacion con los animales que no la consumieron. En concordancia
con estos datos, los resultados del ensayo cometa sugieren que el uso de L.
tridentata en las dosis utilizadas en el estudio, disminuy6 el dafio al ADN en las

células de los animales expuestos comparados con las células del grupo control.
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Esto podria indicar que las dietas para animales con L. tridentata en las dosis
sefialadas, favorecen los mecanismos protectores a nivel celular y podrian ser
seguras para los corderos de engorda en un sistema tradicional de produccién, sin

que represente un riesgo para la salud.
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CONCLUSIONES GENERALES

La Larrea tridentata es una planta con cualidades antioxidantes que, a pesar de su
amplia distribucion y su alto potencial de aprovechamiento, ha sido poco estudiada
en el ambito pecuario. El desconocimiento general en la poblacion en cuanto a su
toxicidad y la falta de evidencia cientifica que demuestren sus bondades en el uso
tradicional, han fortalecido los mitos y creencias de las personas en general acerca

del peligro del uso de esta planta y de esta manera, se ha limitado su explotacion.

Los resultados de este estudio han demostrado que mediante el uso de la L.
tridentata como sustituto de un forraje tradicional como la paja de sorgo en dietas
en etapa de finalizacion para corderos, se mantienen los parametros en cuanto al
rendimiento de la canal y sus caracteristicas, a excepcion de la longitud de la canal
y la pierna. Sin embargo, a pesar de que se observaron canales mas compactas
con el uso de la L. tridentata, el desempefio productivo de los animales no se vio
alterado de manera negativa, por el contrario, se disminuyo el consumo de alimento
y por ende, se mejoro la conversion de alimento. Esto proporciona una ventaja a los
productores en una explotacién pecuaria, al disminuir la cantidad de alimento que
se requiere para obtener la misma produccion, lo que se traduce en una disminucion

en los costos y una mejora en la rentabilidad.

En cuanto a la salud animal, este estudio demostré que mediante el consumo de

dietas con gobernadora en una proporcion moderada, se pueden aprovechar las

cualidades antioxidantes de la L. tridentata en comparacion con el forraje tradicional,
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al disminuir los indices de estrés oxidativo y de dafio al genoma de los corderos.
Ademaés de esto, con el consumo oral y a estas dosis, la L. tridentata puede disminuir
la presencia de pardsitos intestinales en animales sin que la flora ruminal no

patdégena se vea afectada.
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