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Actividad ovicida in vitro de la fraccion rica en glicerol de J. curcas

Actividad ovicida in vitro de la fraccién rica en glicerol de Jatropha curcas L. en nematodos
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In vitro ovicidal activity of the glycerol-rich fraction of Jatropha curcas L. in gastrointestinal
nematodes of sheep
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Resumen

Objetivo: Evaluar el efecto que ejerce la fraccion del aceite de Jatropha curcas L., rica en glicerol, en la eclosion de
huevos de nematodos parasitos de ovinos.

Materiales y Métodos: Se realizé un experimento sobre la base de un diseflo completamente aleatorizado. Se evalud
in vitro la inhibicion de la eclosion de huevos de nematodos gastrointestinales de ovinos en diferentes concentraciones
de la fraccion rica en glicerol (diluciones seriadas desde 100 hasta 156 mg/mL). Se us6 como control negativo la
glicerina (10 v/v), con calidad analitica y agua destilada. Ademads, se identificaron los componentes de la fraccion rica
en glicerol mediante cromatografia gaseosa y se estudio la presencia de ésteres de forbol mediante espectrometria de
masas, acoplada a un detector de tiempo de vuelo.

Resultados: La fraccion rica en glicerol registrd una fuerte actividad ovicida con efecto dosis dependiente, con
concentracion letal media de 3,60 x 10 mg/mL. No se encontraron ésteres de forbol en la fraccion rica en glicerol,
mientras que la glicerina constituyd el compuesto mayoritario (74,8 %). Le siguieron los acidos palmitico, estearico,
oleico y linoleico.

Conclusiones: La fraccion rica en glicerol inhibe la eclosion de huevos de nematodos parasitos gastrointestinales de
ovinos, con efecto dosis dependiente. No se detectaron ésteres de forbol y el componente mayoritario fue la glicerina.

Palabras clave: antihelminticos, nematoda, ovinos

Abstract

Objective: To evaluate the effect exerted by the glycerol-rich fraction of Jatropha curcas L. oil, on the hatching of
eggs from nematodes that parasitize sheep.

Materials and Methods: A trial was conducted based on a complete randomized design. The inhibition of the
hatching of eggs from sheep gastrointestinal nematodes in different concentrations of the glycerol-rich fraction
(seriated dilutions from 100 to 156 mg/mL) was evaluated in vitro. Glycerin (10 v/v) was used as negative control, with
analytical quality and distilled water. In addition, the components of the glycerol-rich fraction were identified through
gas chromatography and the presence of phorbol esters was studied by mass spectrometry, coupled to a time-of-flight
detector.

Results: The glycerol-rich fraction recorded a strong ovicidal activity with dose-dependent effect, with mean lethal
concentration of 3,60 x 10* mg/mL. No phorbol esters were found in the glycerol-rich fraction; while glycerin
constituted the main compound (74,8 %). It was followed by palmitic, stearic, oleic and linoleic acids.

Conclusions: The glycerol-rich fraction inhibits the hatching of eggs from parasite gastrointestinal nematodes in
sheep, with dose-dependent effect. No phorbol esters were detected and the main component was glycerin.

Keywords: anthelmintics, Nematoda, sheep

Introduccion parasitario en pequeflos rumiantes se ha desar-

El parasitismo gastrointestinal constituye | rollado sobre la base de tratamientos antiparasi-
una amenaza importante para la producciéon de | tarios convencionales arbitrarios que, en muchas
rumiantes en el tropico. Por décadas, el control | ocasiones, se aplican con frecuencia mensual, lo
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que ha conllevado a la aparicion de genotipos de
parasitos resistentes a la mayoria de los productos
quimicos (Arece-Garcia et al., 2017)

En este contexto, la blisqueda de alternativas de
control constituye un reto para los investigadores.
En los ultimos afios, la aplicacion de la medicina
verde ha ganado espacio, lo que ha permitido valo-
rizar los recursos vegetales (Romero-Benavides et
al., 2017, French, 2018). Se ha informado actividad
antihelmintica en diferentes plantas y sus partes,
con variabilidad en los resultados, en funcién de
la familia de la planta y de la composicion quimi-
ca de los compuestos bioactivos (Borges y Borges,
2016). El Departamento de Agricultura de los Es-
tados Unidos y la Red de Informacion de Recursos
de Germoplasma han identificado 1 030 plantas con
compuestos quimicos que tienen actividad antihel-
mintica. Por su alto contenido de aceite, Jatropha
curcas L. se considera una planta oleaginosa. Los
frutos cosechados pueden producir hasta 25 % en
peso de aceite, después de descascarados y pren-
sados (Alherbawi et al.,, 2021). La composicion
mayoritaria de este aceite es de 64 % de triacilglice-
roles, 12 % de compuestos hidrocarbonados y 9 %
de acidos grasos libres, entre los que se encuentran
el oleico, linoleico, palmitico y estearico (Neupane
et al., 2021). A su vez, presenta una composicion
similar a la de muchos aceites comestibles. Sin
embargo, no se ha comercializado para consumo
humano por sus efectos toxicos, atribuidos a los és-
teres de forbol, curcina, entre otros (Phulia et al.,
2018). De ahi que el aceite de J. curcas se utilice,
fundamentalmente, para la produccion de biodiesel
(Yaqoob et al., 2021).

A pesar de poseer estas sustancias toxicas, se
ha detectado actividad antimicrobiana, asi como
molusquicida y anticancerigena, entre otras aplica-
ciones biologicas (Bosou et al., 2020; Rahu ef al.,
2021). En la pasada década, se desarroll6 una inves-
tigacion que demostrd el efecto antihelmintico del
extracto etanolico de las semillas de J. curcas en
la inhibicién de la eclosion de los huevecillos y la
migracion de las larvas de Haemonchus contortus
in vitro (Monteiro et al., 2011).

Del proceso de extraccion del biodiesel del
aceite de las semillas de J. curcas se obtiene la
fraccion rica en glicerol (FRG), como resultado de
la transesterificacion del mismo (Salaheldeen et al.,
2021). Este producto se puede incluir en la nutricion
de los rumiantes por sus propiedades glucogénicas
(Khattab, 2015) y se han estimado valores energé-
ticos superiores al Zea mays L. (Mach et al., 2009).

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efec-
to que ejerce la fraccion del aceite de J. curcas, rica
en glicerol, en la eclosion de huevos de nematodos
gastrointestinales de ovejas

Materiales y Métodos

Obtencion del aceite y la fraccion rica en gli-
cerol de J. curcas. Se utilizaron frutos maduros de
J. curcas, nativa de Cuba, cosechados en la provincia
de Guantanamo. Se secaron al sol y se descascararon
para la obtencion de las semillas. Estas se prensaron
con la utilizacion de una maquina expeler, con poten-
cia de 7,5 kW, velocidad de 1 400 r.p.m. y capacidad
de 200 kg de semillas/hora. El aceite en bruto obtenido
se filtr6 mediante un filtro prensa, con el proposito de
garantizar un filtrado de 25 micrones. Posteriormente,
el aceite se someti6 a un proceso de calentamiento
a 105 °C para la extraccion de todas las impurezas
solubles y volatiles, incluyendo el agua (Rizo, 2019).
La FRG se obtuvo del proceso del biodiesel mediante
transesterificacion del aceite con metanol e hidroxido
de sodio como catalizador (Che Hamzah et al., 2020).

A la FRG se le determiné su densidad y se pre-
pararon soluciones acuosas de trabajo en concen-
traciones de 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 y 1,56 mg
de FRG/mL de solvente.

Prueba de inhibicion de la eclosion de huevos.
Los huevos se colectaron de estrongilidos mediante
la técnica de Hubert y Kerboeuf (1992) y se depo-
sitaron en placas de cultivo celular de 24 pocillos
de fondo plano (Corning™) para su enfrentamien-
to con cada una de las concentraciones de la FRG
antes mencionadas, sobre la base de un disefno
completamente aleatorizado con seis réplicas por
tratamiento. Se utiliz6 como control una solucién
de glicerina PA (10 %, v/v) (AppliChen PanReac).

Se incubaron durante 48 h y transcurrido ese
tiempo, se detuvo la eclosion con 10 uL de solucion
de Lugol. Se contaron las larvas y los huevos en su
totalidad y se determiné el porcentaje de eclosion
(Marie-Magdeleine ef al., 2010; Busari ef al., 2021).

Andalisis de la composicion quimica de la FRG.
Para la determinaciéon del perfil de compuestos
quimicos, se utilizd la técnica de cromatografia
gaseosa (cromatografo de gases Thermo Scientific),
acoplada a un espectrometro de masas (GC-MS).
Se us6 una temperatura del inyector y del detector
FID de 250 °C, con flujo de 1 mL/min. Los acidos
se identificaron por comparacion de sus tiempos de
retencion y sus espectros de masas, con una biblio-
teca de datos de espectros de masas de compuestos
conocidos.
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Cuantificacion de los ésteres de forbol en FRG.
La FRG de J. curcas se mezclé con metanol (1:1,
v:v) y se analiz6 mediante cromatografia en fase
reversa, con la utilizacion de columnas C-18, en
sistemas HPLC acoplados a un espectrometro de
masas con analizador de tiempo de vuelo (MS-TOF
-Agilent Technologies 6230 TOF LC/MC, USA). La
muestra se analizé por triplicado y se usé el meta-
nol como control para determinar el estado limpio
de la columna. Se utilizé6 como estandar de ésteres
de forbol el forbol-12-miristato-13-acetato (PMA,
SIGMA-Neu et al., 2018).

Andlisis estadistico. Los porcentajes de eclo-
sion, segun las concentraciones de la FRG, se com-
pararon mediante un analisis de varianza simple.
Previo a ello, los valores se transformaron median-
te el arcoseno de la raiz del valor, y se verifico el
cumplimiento de los supuestos de normalidad y ho-
mogeneidad de las varianzas. Se utilizé un nivel de
significacion de 0,05 y las medias se compararon
mediante el test de Tukey. Se aplicé el paquete esta-
distico SAS, version 9.0.

Se realizé un andlisis de regresion Probit me-
diante el paquete estadistico SAS, version 9.0, con
el fin de determinar la concentracion letal media
(CL,,) para la eclosion de los huevecillos. Se apli-
caron los valores del grupo control positivo para la
correccion de los resultados, siguiendo el modelo
de Gonzalez-Garduio et al. (2014), donde:

Pr (esruesta) = C + (1-C) F (X°B) = C+ (1-C) @
(b0 + blx logl0 (dosis))
Donde:
B - vector de parametros estimados
F - funcion de distribucién acumulativa (normal)
X - vector de variables explicativas

Pastos y Forrajes, Vol. 45, 2022

Pr - probabilidad de una respuesta
C - tasa de respuesta natural (proporcion de indivi-
duos que responden a la dosis cero)

Resultados y Discusion

Los resultados de la eclosion de huevecillos,
segun la concentracion de la FRG de J. curcas, se
muestran en la tabla 1. La FRG redujo considerable-
mente (p < 0,05) la eclosion de los huevecillos, con
un efecto dosis dependiente y constituye el primer
informe conocido de actividad ovicida de la FRG de
J. curcas en nematodos parasitos.

Se han informado resultados similares al pre-
sente estudio, pero con partes de la planta. En este
sentido, Monteiro et al. (2011) evaluaron el extrac-
to etanodlico de semilla de J. curcas y obtuvieron
una inhibicion de la eclosion de 99,8 % en una
concentracion de 50 mg/mL. En la inhibicion de
la eclosion de huevecillos, Eguale y Giday (2009)
informaron en el extracto acuoso e hidroalcoholico
de esta parte de la planta CL, de 0,1 y 0,23 mg/mL
respectivamente, cifras superiores a las registradas
en el presente estudio, que fueron de 3,60 x10-*mg/
mL (tabla 1).

Salles et al. (2014) afirman que esta planta po-
see moléculas de alto y bajo peso molecular (corte
de 12 kDa) y sostienen que los inhibidores de tripsi-
na son el principal candidato en la interferencia del
desarrollo embrionario de los huevecillos. Aun
cuando no se determiné en el glicerol la presencia
de inhibidores de la tripsina, no se ha informado
su presencia en este coproducto, debido quizas al
propio proceso de transesterificacion, que conduce
a la desnaturalizacion de las proteinas.

Es posible que existan otras sustancias en la
FRG, como son las sales, que hayan influido en

Tabla 1. Promedio del porcentaje de eclosion de huevos y concentracion letal media (CL, ) en diferentes
concentraciones de la fraccion rica en glicerol de J. curcas.

Indicador Concentracion, mg/mL Eclosion, % EE + CL,,
0 97,9'
1,56 7,25¢
3,12 6,35¢
Fraccion rica en glicerol 625 5,29°
12,5 4,07 0,05 3,60 x10-* mg/mL
25 3,26
50 1,88
100 1,00¢
Glicerina 10 99.90°

CL: concentracion letal media
Letras desiguales en una misma columna difieren a p < 0,05
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este resultado, sobre todo porque en la transeste-
rificacion del aceite para la obtencion del biodiesel
se rompe el enlace éster de los ésteres de forbol,
y ocurren reacciones de oxidacion, transesterifica-
cion y epimerizacion (Goel et al., 2007). Esto coin-
cide con los resultados de este estudio, donde no se
encontraron los ésteres de forbol en la FRG (fig. 1).
También se corresponde con lo informado por He-
rath et al. (2017), quienes tampoco hallaron ésteres
de forbol en la FRG de J. curcas.

En el analisis de la FRG mediante cromatogra-
fia gaseosa no se registraron restos de metanol que
pudieran ser potencialmente toxicos para los hue-
vos (tabla 2). Se hall6é, como mayor constituyente,
el glicerol (74,80 %) y acidos carboxilicos de ca-
dena larga, a diferencia de un estudio desarrollado
por Pradhan et al. (2012). Estos autores encontraron
en el glicerol de J. curcas materia no saponificada,
mono y diglicéridos, asi como trazas de éteres de
metilo.
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Figura 1. Deteccion de los ésteres de forbol mediante MS-TOF en la fraccion
rica en glicerol. Analisis de una muestra de aceite de J. curcas.

A. Andlisis de una muestra de la fraccion rica en glicerol. En el cuadrado
rojo se sefalan las sefiales positivas a los ésteres de forbol

Tabla 2. Composicion quimica por CG-MS de la FRG de J. curcas.

Compuesto Masa molar, g/moL %

Glicerol 92,1 74,8
Acido palmitico 256,4 5,6
Acido estedrico 284.5 1,0
Acido oleico 282,0 9,0
Acido linoleico 280,0 9,0
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Conclusiones

La fraccidn rica en glicerol inhibi6 la eclosion
de huevos de nematodos, pardsitos gastrointesti-
nales de ovinos, con efecto dosis dependiente. No
se encontraron ésteres de forbol y el componente
mayoritario fue la glicerina.
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