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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion consistio en la extraccion, por medio acuoso,
de los taninos contenidos en el extracto seco pulverizado de las vainas de los frutos
maduros de una planta de tara (Caesalpinia spinosa) proveniente de la sierra
libertefia, previamente reconocida por el herbario institucional de la UPAO; para
posteriormente, ser enfrentados a ooquistes debidamente identificados y
cuantificados del género Eimeria, con especifica patogenicidad en aves de
produccion. Subsiguientemente, en esta investigacion se necesitd obtener los datos
cualitativos y cuantitativos de taninos en la muestra de tara, en tal sentido, se
determiné la presencia de los taninos mediante la prueba de cloruro férrico (FeCls)
y la determinacion cuantitativa se la realizé mediante espectrofotometria, en donde
se obtuvo el valor de 45% de taninos analogos al acido galico. A partir de estos
datos se pudo establecer las diferentes concentraciones de los tratamientos a los
que se enfrentarian los ooquistes vacunales, es asi que, se definieron 10
tratamientos de concentraciones crecientes y 2 controles con 5 repeticiones cada
uno. Las lecturas se realizaron en el microscépico optico bajo camara de Neubauer
con contraste verde, y para mayor fiabilidad se las realizaron en 5 tiempos,
estableciéndose que el mayor numero de ooquistes afectados con nivel de
significancia estadistica se vio a las 48 horas, con ese resultado se evaluo la
diferencia de medias de los tratamientos, obteniéndose la concentracién de 50 000
ppm como la mejor con un 55% de ooquistes afectados en promedio a las 48 horas

de exposicion in vitro.
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ABSTRACT

This research consisted in the watery extraction of the tannins contained in the
powdered dry extract of tara pod’s (Caesalpinia spinosa), after this, the extract was
confronted with oocysts of Eimeria sp. The presence of tannins was determined by
the ferric chloride (FeCls) test and the quantitative determination was released by
spectrophotometry, resulting the value of 45% of tannins analogous to gallic acid.
From these data it was possible to establish the different concentrations of each
treatment, in this case we had 10 treatments with increasing concentrations and 2
controls with 5 repetitions each one. The evaluations were made using the optical
microscope under a Neubauer chamber with green contrast, they were made in 5
times, establishing the most affected oocysts with 48 hours of exposure, with this
result, we evaluated the treatments at this time, obtaining the concentration of 50

000 ppm as the best with 55% in average of affected oocysts.
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l. INTRODUCCION

La coccidiosis es en el Peru y a nivel mundial la enfermedad parasitaria mas
costosa y recurrente en la crianza de pollos, estimandose que los costos por uso
de aditivos anticoccidiales en todas las areas de produccidon comercial superan los
400 millones de ddlares por afo a nivel mundial (Shanne, 2005). Actualmente, se
usan para combatir o prevenir los efectos lesivos de la coccidia, productos quimicos
de origen sintético tales como la sulfaquinoxalina que bloquea la ruta del acido
paraaminobenzoico y el toltrazuril que inhibe la division celular, los cuales tienden
a ocasionar problemas de resistencia, dejando residuos en tejidos que se
comercializan y sobrepasando muchas veces los niveles maximos permitidos
(Codex Alimentarius, 2017). Debido al poco control sobre los residuos en los
productos derivados de la crianza avicola es que terminamos consumiendo de
manera indirecta estos medicamentos, significando un riesgo para la salud en

cuanto a la generacion de resistencia cruzada (Barrios, 2011).

Recientemente se ha dado una tendencia a buscar soluciones innovadoras que
tengan como base el uso de productos organicos a bajo costo, al respecto se han
venido realizando valiosos aportes e investigaciones, empleando el extracto de
diferentes plantas como Quillaja saponaria (Espejo,2014), Saccharum officinarum
(Abbas y otros, 2015), Ruta pinnata (Lépez y otros, 2007), Yucca schidigera y
Trigonella foenum-graecum (Rodriguez, 2016); las mismas que han demostrado
tener un efecto anticoccidiano y muchos de sus componentes ya son
comercializados a nivel nacional como es el caso de las saponinas (MONTANA,
2017), significando un beneficio econdmico para toda la cadena productiva desde
el avicultor siguiendo por el formulador y hasta el importador, estableciéndose un
eslabon de produccion y comercializacion sustentable a partir de un recurso

bioldgico.



Acorde con estas nuevas tendencias y siendo la tara (Caesalpinia spinosa) una
especie originaria del Peru se plantea explotar el potencial médico que poseen sus
taninos y aplicarlos al campo veterinario, precisamente, lo que se busca en esta
investigacion es evaluar su efecto frente a los principales ooquistes patégenos del

género Eimeria presentes en aves comerciales.

Algunas de sus propiedades ya estudiadas son su capacidad para unirse a otras
macromoléculas como carbohidratos o proteinas, lo cual le confiere en parte su
actividad antioxidante (Avilés y otros, 2010), inmunomoduladora (Santander, 2012)
y antibacteriana (Huarino, 2011), pero no se ha documentado el aporte que puede
tener en el manejo de la coccidiosis aviar, siendo necesario realizar esta
investigacion, con el fin de encontrar nuevas alternativas de prevencion, control y

tratamiento con menores costos y riesgos para la salud.



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Coccidiosis aviar

La coccidiosis aviar es una enfermedad parasitaria, ocasionada por diferentes
especies del género Eimeria (Rosa, 2012), teniendo como manifestaciones clinicas
las diarreas sanguinolentas y el decaimiento, en los casos en que la presentacion
de la enfermedad sea subclinica se vera una alteracion de los indices de conversion
alimenticia (Gonzalez, 2005), con esto podemos denotar la magnitud de su impacto

en cualquier sistema de crianza.

2.1.1. Etiologia

El agente causal de la coccidiosis aviar son diferentes especies del género Eimeria,
de la familia Eimeriidae y del Phyllum Apicomplexa, estos protozoos se multiplican
en el interior de las células del tracto intestinal causando lesiones multiples en los
tejidos, con la subsecuente interrupcion de la absorcion de nutrientes,
manifestandose deshidratacién, diarrea, enteritis y mortalidad (De Franceschi,
2004). Son huéspedes muy especificos y dentro de las aves tienden a diferenciarse
segun la porcion del tracto intestinal que llegan a colonizar. Asi tenemos

principalmente a:

E. acervulina, se localiza en la parte superior del intestino delgado, los ooquistes
son ovoides con dimensiones de 17.7 —22.2 x 13.7 — 16.3 um, la pared del ooquiste

es lisa, mas delgada en el polo estrecho y con un micrépilo poco apreciable.

E. maxima, se localiza en la parte media del intestino delgado, los ooquistes son
ovoides y de mayor tamafo que en el resto de especies, con dimensiones en un
intervalo de 21.4 — 42.5 x 16.5 — 29.8 um, la pared del ooquiste es ligeramente

amarillenta, es rugosa y carente de micropilo.

E. brunetti, se localiza en la parte inferior del intestino delgado, en el recto y en la
cloaca, los ooquistes son ovoides de 20.7 — 30.3 x 18.1 — 24.2 um, la pared es lisa

y carece de micropilo.



E. necatrix, se localiza en intestino delgado y ciegos, los ooquistes son ovoides,
con dimensiones en un intervalo de 13.2 — 22.7 x 11.3 — 18.3 um, ooquistes con

pared lisa, incolora y sin micropilo.

E. tenella, se localiza en los ciegos, los ooquistes son ovoides con dimensiones en
un intervalo de 14.2 — 31.2 x 9.5 — 24.8 um, la pared del ooquiste es lisa y carece
de micropilo (Del Cacho, 2013).

2.1.2. Morfologia de los ooquistes

Los ooquistes del género Eimeria se aprecian con morfologia esférica, oval,
elipsoidal, o subesférica. Su pared esta formada por una o dos capas de
lipoproteinas y puede estar limitada por una membrana. Puede o no haber una
abertura en el extremo anterior llamada micrépilo, cubierta por un tapon. Tiene
cuatro esporoblastos, cada uno contiene 2 esporozoitos. Puede estar presente un
granulo polar retractil, un residuo del ooquiste y de los esporoblastos. Los
esporoblastos pueden tener en uno de sus extremos una especie de boton, llamado
cuerpo de Stiedae. La forma de los esporozoitos es de huso o coma. Los estados
parasiticos se encuentran durante algunas etapas de su desarrollo dentro de las
células epiteliales principalmente del intestino, aunque algunas tienen otra
localizacion, cada especie tiene un sitio especifico en el tracto digestivo (Rosa,
2012).

2.1.3. Ciclo evolutivo

Las aves susceptibles, se infectan, al ingerir junto con el agua o los alimentos,
ooquistes esporulados que provienen de otras aves que estan parasitadas. Los
esporozoitos una vez que salen del ooquiste como primer objetivo buscan las
células superficiales del epitelio intestinal para poder ingresar en ellas, y a través
de estas pueden alojarse dentro de estructuras mas profundas hasta ser ingeridos
por los macrofagos y transportados hasta las glandulas de Lieberkhin. Una vez
hecho esto, dejan los macréfagos para ingresar en las células epiteliales de la

glandula, situandose por debajo del nucleo (Shanne, 2005).
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Dentro del epitelio glandular, cada esporozoito se redondea, formando el estado de
trofozoito, el cual crece y se convierte en esquizonte, que por un proceso de fision
binaria multiple asexual, denominado esquizogonia, llegando a formarse en una
primera generacion hasta 900 merozoitos por cada esquizonte. El ingreso es tan
vertiginoso que tan solo en 2.5 a 3 dias de haber ocurrido la infeccidn colonizan por
completo el lumen del ciego. Una vez estructurado el merozoito, este entra en una
nueva célula, se rodea, crece y forma la segunda generacion de esquizontes, de
donde salen aproximadamente 250 merozoitos, ocurriendo todo esto al quinto dia
de infeccion. Algunos merozoitos luego de esta segunda replicacién pueden dan
lugar a una tercera generacion de esquizontes, llegando a formarse entre siete

hasta treinta merozoitos mas (Rosa, 2012).

Gran parte de los merozoitos pertenecientes a la segunda y a la tercera generacion
hacen su ingreso en otras nuevas células para iniciar esta vez una fase sexual,
denominada gametogonia. El merozoito bajo estas condiciones nuevamente se
redondea, crece y algunos seran destinados a formar microgametos, los cuales a
su vez, dan lugar a la formacion de nuevos microgametos y macrogametos. Los
microgametos son producidos en gran cantidad, poseen alta capacidad de
desplazamiento por ser biflagelados, invaden la luz intestina una vez que rompen
la célula del hospedero. En el lumen se dedican a ubicar a los macrogametos, una
vez ocurre el contacto, lo llegan a penetrar consolidan la fecundacién (Del Cacho,
2013).

El cigoto producto de esta fecundacion migra al exterior de la célula. Dentro de las
caracteristicas de los macrogametos esta la presencia de una o dos capas de
granulos eosindfilos en su citoplasma, su composicion es a base de mucoproteinas,
las mismas que formaran la pared del ooquiste una vez concluida la fecundacion.
El desarrollo de esta pared mucoproteica es el que define el momento de transito
entre un macrogameto fecundado a un ooquiste. Los ooquistes ya en el lumen son

expulsados con el contenido fecal por movimientos peristalicos (Rosa, 2012).



2.1.4. Impacto econémico

La coccidiosis aviar es una de las enfermedades mas importantes en la avicultura
mundial, teniendo especial relevancia en los sistemas de crianza intensivos por el
hacinamiento y los espacios reducidos que se manejan; es en este tipo de crianza
que se evidencian altas tasas de mortalidad, siendo los animales jévenes, entre la
cuarta y sexta semana de edad los mas susceptibles, por el contrario, los que

parecen ser mas resistentes son los animales adultos (Del Cacho, 2013).

En estas aves y en las que se recuperan, la enfermedad ocasiona una baja
conversiéon alimenticia, a pesar que desde hace mucho se emplean medidas
preventivas y correctivas para reducir su impacto, no siendo lo suficientemente
eficientes para aminorar los costos en los que se incurre, estimandose un
presupuesto que sobrepasa los 400 millones de ddlares por afo en las zonas de

produccion comercial de aves en el mundo (Shanne, 2005).

En la regidon no existen reportes exactos de datos contrastados acerca de las
pérdidas econdmicas producidas como consecuencia de los brotes clinicos de la
enfermedad, los datos que se posee son estimados en un billon de délares al afio
en todo el mundo y especificamente en el caso de aves se calcula que el monto
asciende a mas de 250 millones de ddlares por afo, es asi que, a inicios del siglo
XXI se calculd que la coccidiosis en aves comerciales tenia una trascendencia
monetaria anual de cerca de 3 mil millones de ddlares americanos, con pérdidas

para los productores y la industria avicola mundial (Dalloul y Lillehoj, 2006).

2.1.5. Farmacos anticoccidiales comerciales

Las primeras drogas que salieron al mercado para el control de la coccidiosis fueron
las sulfamidas en la década del 40, para la siguiente década se iniciaria el uso del
Amprolio y la Nicarbazina que hasta el momento aun se siguen usando, si bien en
menor medida por los efectos tdxicos de este ultimo, para que en la década del 90
se empiece a sintetizar otra droga como el diclazuril y sus derivados como el
toltrazuril (Botana, 2002).



Dentro de los farmacos producidos unos en mayor o menor medida han sido
susceptibles a la generacion de resistencia por lo que, la mayoria de programas
incluia el uso conjunto o en rotacion de estos compuestos con otros denominados
ionoforos, entre muchos de los inconvenientes de estas drogas esta su toxicidad,
en el caso de ion6foros por ningun motivo debe de permitirse su acumulacién sobre
las dosis permitidas en el organismo del ave por generar problemas en la regulacion
del balance i6nico de las membranas con alta susceptibilidad en células nerviosas
y musculares, como es el caso de su empleo conjunto con la tiamulina, asi también,

la nicarbazina es nociva en situaciones de elevado calor (Chapman y otros, 2013).

Los medicamentos destinados a combatir la coccidiosis en un inicio han tenido éxito
controlando la infeccidn, sin embargo, a lo largo de su uso han sido capaces de
generar en algunas cepas del parasito poblaciones resistentes (Del Cacho, 2013).
En tal sentido, es que pocas son usadas de manera masiva, en la mayoria de los
casos se emplean de manera conjunta y en programas de rotacion, asi mismo,
muchas de ellas tienen que ser administradas y dosificadas de manera exacta ya
que facilmente pueden pasar de un efecto terapéutico a uno téxico, ademas, varias
de estas drogas generan resistencia cruzada con diversos antibiéticos, razén por la

cual en algunos paises se les ha prohibido su uso (Mestorino, 2009).

Otro punto preponderante en determinar el uso o no de uno u otro anticoccidiano
es medir sus efectos en base a valores productivos como el indice de conversion
alimenticia o pigmentacién y no exclusivamente por la aparicion de aves infectadas,
ya que es muy dificil tener libre al 100 % una explotacién intensiva. Un aspecto
relevante es determinar el tipo predominante de coccidia que afecta la explotacion,
ya que de acuerdo a este dato podremos emplear un anticoccidiano que tenga
mayor efecto, ya que la localizacién de las diferentes porciones intestinales o
cecales varian entre las diferentes especies de coccidias y asi mismo, la
susceptibilidad de los diversos anticoccidianos; estos cuidados se tiene debido a
que muchos de los anticoccidianos no pueden ser usados de manera
indiscriminada o continua por sus efectos toxicos, de resistencia cruzada y de
disminucién de los indices productivos (Pomiano, 2000).

La rapida tolerancia que genera el parasito a los diferentes medicamentos se da

por una seleccidon continua de individuos que logran sobrevivir a las
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concentraciones de uso profilactico o infradosis en la formulacion (Chapman vy
otros, 2013).

Dentro de los estudios para reducir esta rapida tolerancia a los medicamentos en
el control de la coccidiosis esta la generacidén de inmunidad, la que se aprovechada
para la elaboracion de vacunas como parte de la las opciones de tratamiento, en
donde se inocula un numero controlado de oocistos activos o inactivos capaces de
estimular el organismo del ave para que genere una solida respuesta inmune que
le permita enfrentar la agresion de un desafio posterior con oocistos de campo

(Elmusharaf y Beynen, 2007).

Entre los farmacos mas empleados tenemos a los iondforos por su menor
capacidad de generar resistencia, debido a que su mecanismo de accion requiere
que el parasito desarrolle no sélo uno sino varios cambios en su genoma para eludir
el efecto desestabilizante de su membrana. Como desventaja tenemos que los
ionoforos son bastante sensibles en cuanto a un ligero aumento de la dosis a
generar una disminucion en el consumo de alimento e interacciones toxicas
(Pomiano, 2000).

Una nueva generacion de anticoccidiales consistente en las sapogeninas
esteroidales, que son compuestos organicos practicamente atoxicos y sin efecto
depresor del consumo, altamente lipofilicos y, por lo tanto, liposolubles, logran
desplazarse hasta la membrana celular del parasito fijandose a un fosfolipido que
es reconocido por el parasito para poder entrar a la célula intestinal del huésped,
formandose asi un complejo con este y logrando su precipitacion (Rodriguez,
2016).

Pero se demostré que el efecto de las sapogeninas varia en funcion de la especie

coccidial a la cual se enfrente, debido a que estas sapogeninas esteroidales son
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ligeramente menos activas en el control de E. acervulina, debido a que esta especie
de coccidia tiene la habilidad de ingresar rapidamente en la mucosa intestinal, no
pudiendo verse afectada asi por la accién del compuesto natural, el mismo que no
penetra en las células intestinales sino su accion tan solo la ejerce a nivel luminal,
habiéndose encontrado mayor accidén de control frente a otras especies coccidiales

como por ejemplo frente a E. tenella (Carranza y otros, 2011).

Bajo este mismo criterio es que se busca entender el efecto de nuevos productos
de origen natural frente a la coccidiosis aviar para poder tener una opcion
beneficiosa en comparacion con los métodos convencionales quimicos, como se

describe en los cuadros 1y 2.



Cuadro 1. Caracteristicas farmacologicas de los principales farmacos
anticoccidiales de uso comercial.
Principio activo Dosis Modo de accién Marca. LMR
(ppm) comercial (ug/kg)
AMPROLIO 125  Antagonista de Vit B1 Coccidrog - gy
Drogavet
ROBENIDINA 33 Inhibe la fosforilacion oxidativa CPEMPTO- 50
Montana
HALOFUGINONA 3 Desconocido ;Z"E’)C“r ; 100
ZOALENO 125 Relacionada con la roxarsona gg:irzx i 3000
Inhibe la glucolisis y la sintesis Procox -
NICARBAZINA 125 de ADN Montana 200
TOLTRAZURIL 25.75 Ir?hlbe la dIIVISIF)n celularya Tglcox - 100
nivel de plasmido Biomont
DICLAZURIL 1 Rupturg de membrana por Baycox - 500
complejos Nay K Bayer
SULFAQUINOXA . SulfK -
LINA 30 Bloquea el PABA Mercuria 100
ROXARSONA 50 Blogueo de piruvato CocciAid - 500
dehidrogenasa Montana
DECOQUINATO  27-30 olodueodesintasa de Deccox- 4400
timidina (respiracion) Zoetis
C Propidol -
CLOPIDOL 125 Afecta la sintesis de ADN 5000
Montana
MONENSINA 90-120 Increm¢’anto delingreso de Na Monsigran - 10
enla célula Invetsa
SALINOMICINA 60 Increm?nto delingreso de Na Saligran - 350
enla célula Invetsa
LASALOCIDA 195 Increm?nto delingreso de Ca Avatgc 15 - 20
en la célula Zoetis

*Unidades en mg/kg de peso vivo.

** LMR en musculo.

Adaptado de Sumano (2006); Botana (2002); Mestorino (2009); Chapman y otros (2013).
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Cuadro 2. Restricciones de los principales farmacos anticoccidiales de uso

comercial.
Tiempo de
PRINCIPIO . .
ACTIVO Efecto adverso Espectro Estado retiro (dias)
carne huevo
AMPROLIO Generaresistencia pojucido  Permitido 5 10
rapido
ROBENIDINA ~ Daialaconversion ., Permitdo 5 5
alimenticia
HALOFUGINONA Inflamacién catarral Amplio Permitido 5 5
Reduccién de
ZOALENO conversion Amplio Permitido 3 No
alimenticia
Suprime el
NICARBAZINA  crecimientoy Amplio UE 2001 9 No
produccioén
TOLTRAZURIL gz?gga resistencia ol Permitdo 21  No
DICLAZURIL gf)'i‘:ga esIStencla peducido  Permitido 5 5
SULFAQUINOXA Antagonismo de la : o
LINA vitamina K Amplio Permitido 10 No
ROXARSONA  Acumuacionde . oqicido UE 1999 10 10
arsénico
DECOQUINATO gf)?gga resistencia peducido  Permiido 0 No
CLOPIDOL Inapetencia Amplio Permitido 5 No
MONENSINA  Aumentosericode , . UE2003 5  No
potasio
SALINOMICINA f;?g;ome deave  Amplio UE2003 5 8
LASALOCIDA  /umentosericode , .. Permitido 5 5

sodio y potasio

Adaptado de Sumano (2006); Botana (2002); Mestorino (2009); Chapman y otros (2013)
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2.2. Tara (Caesalpinia spinosa)

La tara es una especie arborea del género Caesalpinia, de distribucién pantropical
en bosques, sabanas y semidesiertos, e incluye alrededor de 150 especies, de las
que 40 estan presentes en Sudamérica. En el Peru, la tara se encuentra a lo largo
de toda la costa, desde Piura hasta Tacna, y en la sierra en los departamentos de
Ancash, Apurimac, Ayacucho, Cajamarca, Cusco, Huanuco, Huancavelica, Junin,
La Libertad y Pasco (Dostert, 2009). El aprovechamiento de los frutos permite
obtener numerosos productos de interés, entre los cuales se destacan los taninos
presentes en la vaina y los poligalactomananos como agentes espesantes o0 gomas
y los mucilagos. La vaina representa el 62% del peso de los frutos y es la que
precisamente posee la mayor concentracidon de taninos que oscila entre 40% y 60%
(De La Cruz, 2004).

2.3. Taninos

Los taninos son compuestos polifendlicos naturales, de origen vegetal, que tienen
propiedades astringentes y dan, en conjuncién con sales férricas o ferrosas,
coloraciones azul oscura, negra o verde. Estos compuestos fendlicos son solubles
en agua, con pesos moleculares entre 500-3000 uma, que ademas de dar las
reacciones fendlicas comunes, poseen la habilidad de hacer reaccion y precipitar
alcaloides y otras proteinas. Esto se debe a su capacidad para unirse a
macromoléculas como hidratos de carbono y proteinas. Precipitan también con
sales de metales pesados. Se puede obtener frecuentemente disoluciones
coloidales en agua, solubles también en alcohol y en acetona e insolubles en
disolventes organicos apolares. Dentro del tejido parenquimatoso vegetal los
taninos suelen encontrarse en las vacuolas celulares, combinados con alcaloides y

proteinas (Marquez y Suarez, 2008).
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2.3.1. Taninos hidrolizables

A los taninos hidrolizables se les denomina también galicos o pirogalicos. Estos
taninos, como su denominacion indica, se hidrolizan con facilidad, tanto por acidos
y alcalis como por via enzimatica. Se localizan en algunas plantas de la clase
Dicotiledénea, especialmente en las familias Fabaceae o Leguminosae vy
Anacardiaceae. Se encuentran en este grupo los taninos galicos propiamente
dichos que son polimeros del acido galico, ésteres, de un poliol, generalmente de
la glucosa con varias moléculas de acido galico y los taninos elagicos o elagitaninos
también ésteres, pero en este caso del acido hexahidroxidifénico y sus derivados,
el acido tanico. El acido hexahidroxidifénico se forma por acoplamiento oxidativo de
dos moléculas de acido galico. El acido sikimico es el precursor biogenético del
acido galico. Se habla también de los llamados taninos complejos que son
elagitaninos modificados. Resultan de la unién de un derivado fenilcromanico sobre

un éster de glucosa con el acido hexahidroxidifénico (Isaza, 2007).

2.3.2. Taninos condensados

Se conocen también como no hidrolizables, ya que se hidrolizan con dificultad v,
por el contrario, el tratamiento con calor y acidos minerales origina polimeros de
alto peso molecular denominados flobafenos. Esta clase de taninos se producen en
el metabolismo normal de los vegetales por lo que se consideran fisiolégicos y se
encuentran ampliamente repartidos en el reino vegetal. Quimicamente se forman
por condensacion de catequinas o catecoles (flavanoles) con uniones directas C-C
entre las moléculas, generalmente en radicales de posicion 4 a8 oen4 a6y no
contienen azucares en su estructura. Biogenéticamente proceden del metabolismo
de los flavonoides, se forman a partir de una flavanona por hidroxilacion (Vazquez
y otros, 2012).
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2.3.3. Extraccion de taninos

De la vaina del fruto de la planta de tara se obtiene un polvo por desecacion y
molienda, el cual contiene un gran porcentaje de taninos, alrededor de 40 %
(Bricefio y Rios, 2012) y 52 % en plantas muestreadas en la sierra libertefa
(Custodio, 2017). El polvo se consigue mediante un proceso mecanico simple de
trituracion de vaina, previamente despepitada, obteniendo como producto un
aserrin fino de coloracion amarilla clara (Custodio, 2017). Se logra la extraccion
mediante un proceso de concentracion, empleando como solventes agua destilada
y una solucion etandlica al 50% o acetona, ya sea si requiere extraer taninos
hidrolizables o condensados. La fibra y el polvo pasan por el proceso de extraccion
bajo los siguientes parametros: temperatura 65°-67 °C, tiempo 30-40 minutos,
relacion agua/polvo 5/1 a 4/1, numero de lavados 4-5. La purificacion del extracto
liquido se realiza por procedimientos sucesivos de filtrado y decantacion. El secado
del extracto se realiza por atomizacion. Obteniéndose una humedad variable entre
5% - 4%, taninos 66% - 71.5%, no taninos 27% - 19%, cenizas 3% - 3.5% De este
extracto de Tara se puede obtener en mayor o menor medida acido tanico y acido

galotanico o galico (De La Cruz, 2004).

2.3.4. Analisis de taninos

Antes de iniciar cualquier estudio fitoquimico se debe de realizar un tamizaje, en
donde se establecera la presencia de diferentes metabolitos secundarios del tejido
vegetal, entre los que podemos encontrar flavonoides, terpenos, alcaloides,

saponinas, taninos, etc. (Castro y otros, 2013).

Segun Lock (2016), dentro de los métodos de analisis de taninos se tienen:

2.3.41. Absorcion de columna de piel en polvo

Esta determinacion se fundamenta en la capacidad que tiene los taninos para
precipitar proteinas. En donde se hace pasar una solucién conteniendo los taninos
a través de una columna de piel, con el fin de que estos se adhieran a las proteinas

que tiene este sustrato de piel.
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La cantidad de taninos absorbidos por esta columna es determinada pesando la
piel de manera previa y luego de que tuvo contacto con la solucion de taninos, se
calcula la diferencia de dichos resultados y este valor corresponderia a la cantidad

de taninos absorbidos.

2.3.4.2. Difusion en gel

Para esta determinacioén se tiene que disponer de un gel de albumina de suero
bovino, el cual se introduce en una capsula, realizandose un agujero central en el
cual se debe colocar la muestra en cuestion. La difusién de los taninos en el gel
provoca una precipitacion radial de la proteina de la albumina, y el area que abarque
esta precipitacidon sera directamente proporcional a la concentracion que existe de

taninos en la solucion.

2.3.4.3. Lowenthal o titulaciéon con permanganato

El método de Lowenthal es un método cuantitativo para la determinacion de
taninos, el cual se basa en la oxidacion de fenoles por medio de una solucion de
permanganato de potasio en presencia de indigo carmin que actua como un

indicador redox que muestra el punto final.

2.3.4.4. Método de Folin-Ciocalteu

Esta determinacién es la mas empleada para cuantificar fenoles totales en
alimentos o diluciones de tejido vegetal. Consiste en generar que todo compuestos
con anillo fendlico reaccione con el reactivo de Folin-Ciocalteu, en un rango de pH
alcalino. Como resultado se genera una pigmentacion azulada, la misma que es
cuantificada con el uso del espectrofotometro a un rango de longitud de onda de
750 hasta 765 nm. El resultado es la formacion de complejos fosfomolibdico —
fosfotungstico, debido a que reactivo contiene una mezcla de molibdato y tungstato
sodico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol que se encuentre en la solucién
(Garcia y otros, 2015).
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2.3.4.5. Método de Stiasny

Esta es una determinacion por gravimetria de los taninos condensados que se
encuentran en muestras liquidas o liofilizadas. A este método también se conoce
como numero de Stiasny, este método permite estimar la cantidad de compuestos
poliflavonoides o taninos condensados, que van reaccionar con formaldehido en
medio acido; el valor de Stiasny es directamente proporcional a la concentracién de

taninos condensados en un extracto (Rosales y Gonzalez, 2003).
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M. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar experimental

Laboratorio de Fisiologia y Productos Naturales de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo, ubicado en la Av. Juan Pablo Il
s/n, Trujillo, La Libertad.

Laboratorios F101 y F102 de la E.A.P. de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UPAQO, ubicada en la Av. América Sur 3145, Truijillo, La Libertad.

3.2. Ensayo 1: Extraccion de los taninos de tara (Caesalpinia spinosa)

3.2.1. Obtencién y procesamiento de la muestra de tara

Las muestras se obtuvieron de una planta de tara (Caesalpinia spinosa) procedente
del distrito la Cuesta en la provincia de Otuzco en la Libertad, ubicada a una altura
de 2 100 m.s.n.m. con coordenadas geograficas 7°54'31"S 78°41'06"O; localidad
elegida como referente por haber obtenido un valor de 52% de taninos en una
investigacion previa por Custodio en el 2017, comparada con el 40% obtenido en
otras localidades como Coina segun Bricefio y Rios en el 2012. Una vez obtenidas
las muestras se colecté el material vegetal representativo de la especie para
someterlo a un proceso de conservacion y calificar como piezas de herbario para
proceder con su identificacion y almacenamiento en el Herbario Antenor Orrego
(HAO), siendo el director del Museo de Historia Natural y Cultura quién emiti6 la
CONSTANCIA N°16-2019-HAO-UPAO donde se afirma que el material vegetal
presentado corresponde a la especie Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze

(Fabaceae).
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Una vez identificada y confirmada la especie se continué con su procesamiento,
como materia prima se us6 una muestra de 200 g de la vaina del fruto, teniendo en
cuenta seleccionar frutos maduros con coloraciones rojizo a café claro en funcion
a la homogeneidad de color y ausencia de defectos superficiales, se separaron las
semillas, trillando, moliendo y tamizando las vainas para obtener polvo con
granulometria de 0.5 mm, del cual se us6 una vez deshidratado en la mufla a 40 °C

una cantidad de 10 g.

3.2.2. Extraccion y concentracion de taninos en medio acuoso por

calentamiento.

Con la muestra de 10 g del polvo deshidratado de tara se pesé una fraccion de 0.4
g, luego se paso este polvo a un vaso de precipitacion con 70 mL de agua destilada,
mezclandolo con la varilla de agitacién hasta que las particulas quedaron inmersas
en la fase liquida. Se procedio a calentar la muestra en una cocina eléctrica a una
temperatura de 60 °C por 10 minutos. Una vez enfriado se lo enrazd hasta un
volumen de 100 mL, luego de procedié a su filtrado con papel Whatman N° 40
mediante succion al vacio, este extracto se lo vertié en un frasco plastico ambar y

se lo protegié con papel aluminio (Miranda y Cuéllar, 2001).

3.2.3. Prueba cualitativa de metabolitos secundarios

Se utilizaron pruebas de coloracioén y precipitacion, segun Lock (2016), para lo cual
se usO nuevamente una fraccidén de 0.4 g de la muestra de polvo de tara, el cual
fue disuelto en 10 mL de agua destilada; luego se colocé 1 mL de esta solucién en
un tubo Eppendorf, para proceder a realizar la reaccion que se detalla a

continuacion:

3.2.3.1. Prueba control

Se colocd 1 mL de agua destilada en un tubo Eppendorf como prueba control, luego

se adicioné 3 gotas de FeCls al 5%. Este reactivo normalmente presenta una

coloracion amarillenta (Delporte, 2010).
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3.2.3.2. Reaccién con cloruro férrico (FeCls)

Se colocd 1 mL del extracto acuoso de vaina de tara (40 mg/mL) en un tubo
Eppendorf, luego se adicion6 3 gotas FeCls al 5%. La disolucion de tricloruro férrico
actua como un oxidante débil, formando complejos coloreados con los fenoles,
denominados quinonas, los que se tornan verde oscuro, hasta azul negruzco,
significando el cambio de coloracion como positiva a esta prueba, es decir se

confirma la presencia de taninos (Lock, 2016).

3.2.4. Prueba cuantitativa de taninos

La determinacioén de la concentracion de taninos de tara se realizé siguiendo el
método colorimétrico con el reactivo de Folin-Ciocalteu, permitiendo medir la
coloracion azul formada, mediante un espectrofotometro a 760 nm (Garcia y otros,
2015).

3.2.4.1. Preparacion de curva de calibracién

Se inici6 con la preparaciéon de una solucién patrén para lo cual se peso6 0.01 g de
acido galico y se enraso en una fiola de 100 mL con agua destilada, de esta solucion
madre se procedié a realizar una serie de diluciones con agua destilada para
obtener concentraciones de 1.0, 1.5, 2.0, 3.0 y 4.0 mg/L. Para ello se colocé en
distintos tubos Eppendorf protegidos de la luz 20, 30, 40, 60 y 80 uL de la solucién
patrén, a cada tubo se le adicion6 250 uL del reactivo de Folin-Ciocalteau, se agito
y luego se agreg6 0,75 mL de carbonato de sodio al 20%. La mezcla se afordé a un
volumen final de 2 mL usando agua destilada, en donde el blanco tuvo los mismos
componentes excepto el acido galico, todos los tubos se dejaron reposar por 10

minutos (Cruzado y otros, 2013).

Con respecto a la muestra obtenida del extracto de taninos esta se disolvié en
relacion 1:10 de manera separada en una fiola aforada a 100 mL, de esa nueva
dilucién se hizo adicionalmente otra de 1:100 para que pueda ser leida por el
espectrofotometro, tomandose con una micropipeta solo la cantidad de 50 ulL para

colocarlos en un frasco Eppendorf.

19



Luego se agregd 250 uL de reactivo de Folin-Ciocalteu y se dejo reposar por dos
minutos, transcurrido este tiempo se afadié 750 yL de carbonato de sodio al 20 %
v/v, la mezcla se aforé a un volumen final de 5 mL usando agua destilada y
finalmente el tubo se cubrié con papel aluminio. Todos los tubos se colocaron en el
ultrasonido por cinco minutos. A continuacion, las soluciones se llevaron al
espectrofotometro, para medir las absorbancias a 760 nm y poder realizar la curva
de calibracién, obteniendo asi la concentracién de taninos en la muestra (Jativa,
2011).

3.2.4.2. Tratamiento de los resultados de la curva de calibracion

Con los resultados obtenidos de las lecturas de absorbancia se realizo la respectiva
curva de regresion lineal para encontrar el valor de la muestra del extracto acuoso
de tara diluido 1:10, en tal sentido se aplicé la siguiente férmula para hallar el valor
en porcentaje de concentracion de equivalentes de acido galico en la muestra seca

de tara pulverizada (Cruzado y otros, 2013).

Foérmula para calcular la concentracion de ac.galico en la muestra:

A (%) = 10 [X mg A.G. ] [1 Lsolucién] [ 100 mL-] [ 1gAG.

1000 mL 0.4 gM.S.1 11000 mg A.G

_]x100

L solucién

Donde:

A: Concentracion en porcentaje de acido galico en la muestra seca de polvo de
tara.

X: Concentracion en ppm de acido galico en el extracto acuoso de tara diluido
1:10.

A.G.: Acido galico.

M.S.: Muestra seca.
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3.2.5. Oocistos de Eimeria sp.
Se emplearon oocistos vivos provenientes de un vial por mil dosis de la vacuna viva
EVANT MR producida por Laboratorios HIPRA. Cada dosis de vacuna de 0,007 mL

contiene el siguiente recuento de ooquistes:

Cuadro 3. Recuento de ooquistes por dosis de la vacuna EVANTMR

Especie coccidiana N° ooquistes vivos

Eimeria acervulina 332-450*
Eimeria méaxima 196-265*
Eimeria mitis 293-397*
Eimeria praecox 393-397*
Eimeria tenella 276-374*

*= Valores segun datos in vitro del fabricante

Adaptado de HIPRA Animal Health (2021).

3.3. Ensayo 2: Preparacion y evaluacion de diferentes diluciones de taninos de

tara frente a la integridad de los ooquistes de Eimeria sp.

3.3.1. Preparacion de diferentes concentraciones de taninos de tara

Con los valores de concentracion de taninos analogos al acido galico ya definidos
en el ensayo 1, es que se procedio a realizar el extracto de una solucion madre a
150 000 ppm, para lo cual con la muestra de 10 g del polvo deshidratado de tara
se peso una fraccidon de 5 g, luego se paso este polvo a un vaso de precipitacion
con 15 mL de agua destilada, mezclandolo con la varilla de agitacion hasta que las
particulas quedaron inmersas en la fase liquida. Se procedi6 a calentar la muestra

en una cocina eléctrica a una temperatura de 60 °C por 10 minutos.
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Una vez enfriado se lo enrazé nuevamente hasta un volumen de 15 mL, luego se
procedié a su filtrado con papel Whatman N° 40 mediante succion al vacio. El
extracto obtenido fue vertido en un frasco de vidrio ambar y se lo protegioé con papel
aluminio, a partir de esta solucién madre se realizaron las diferentes diluciones para

dar origen a cada tratamiento a evaluar (Ledn, 2018).

3.3.2. Preparacion de los tratamientos como desafio a los ooquistes de

Eimeria sp.

Se usaron 60 tubos Eppendorf, a los cuales se les agrego las alicuotas respectivas
de la solucidon madre para obtener la concentracion de cada tratamiento segun
muestra el cuadro 4, como control positivo se empled agua destilada y como control
negativo se empled una solucién de formaldehido al 5%. Finalmente se extrajo 50
uL de la solucion de ooquistes provenientes de la vacuna EVANTMRYy se los coloco
en cada uno de los tubos Eppendorf del ensayo, a estas soluciones se las dejo a
temperatura ambiente para ser observadas luego al microscopio 6ptico y obtener

la lectura de los resultados (Ledn, 2018).

3.3.3. Variable independiente

Taninos extraidos de la planta de tara (Caesalpinia spinosa) analogos al acido

galico.
3.3.4. Tratamientos
En el cuadro 4 se muestra las diferentes cantidades en uL de los componentes

empleados para constituir cada tratamiento, llegando a establecer un volumen final

de 1 mL de solucién por cada unidad experimental.
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Cuadro 4. Composicion de los tratamientos a evaluar.

Componentes (uL)

Clavg de Concentracion Formol  Solucion Agua Total
tratamiento (ppm) EVANT 36% madre™  destilada (mL)
To- 0 50 140 0 810 1
To+ 0 50 0 0 950 1
T4 1000 50 0 7 943 1
T2 2000 50 0 13 937 1
T3 3000 50 0 20 930 1
Ta 5000 50 0 33 917 1
Ts 10000 50 0 67 883 1
Te 20000 50 0 133 817 1
T7 30000 50 0 200 750 1
Ts 50000 50 0 333 617 1
To 100000 50 0 667 283 1
T10 140000 50 0 935 15 1

*= Marca del vial vacunal

**= Soluciéon madre con 150 000 ppm
To-= Tratamiento control negativo
To+= Tratamiento control positivo

3.3.5. Variable dependiente

La integridad de los ooquistes de Eimeria sp.

La evaluacién de esta variable se realizé por visualizacion directa en el microscopio
optico a 400X, colocando 20 uL de cada unidad experimental sobre la camara de
Neubauer, registrando asi los datos obtenidos en 5 periodos, 0, 12, 24, 48 y 72

horas para su posterior analisis.

3.3.6. Analisis estadistico

Los datos obtenidos al evaluar la integridad de ooquistes de Eimeria sp. bajo las
diferentes concentraciones de los taninos de tara fueron promediados y analizados
a través del Analisis de Varianza bajo la funcion estadistica Yj = p +ai + ei; en donde

p” fue asignado a la media general, “” se asigné al efecto de la variable

[{PN1]

independiente o en estudio y “e“ al efecto del error experimental. Los valores

promediados fueron tamizados a través de Prueba de Tukey (0.05).
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IV. RESULTADOS

4.1. Ensayo 1: Determinacion cuantitativa y cualitativa de taninos.

4.1.1. Prueba cualitativa

La figura 1 muestra el viraje de coloracién hacia un azul verdoso intenso, lo cual
significa que el cloruro férrico (FeCls) generd una reaccion de oxidacion en las
moléculas fendlicas presentes en la dilucion, originando la formacién del compuesto
denominado quinona, el cual presenta una coloracion intensa debido a la oxidacion
que generod el cloruro férrico en el radical OH del anillo bencénico del fenol,
perdiendo su hidrégeno, mientras en el control permanece invariable la coloracion
por no tener la presencia de fenoles. La intensidad en el viraje de coloracion es

proporcional a los grupos OH presentes en la dilucion, es decir, se hace mas intensa

conforme mayor cantidad de taninos esté disuelta en la solucion.

Prueba
" | FeCl3

Control

Figura 1. Prueba de cloruro férrico para la presencia de taninos.
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4.1.2. Prueba cuantitativa

En la figura 2 se observa la representacion grafica de los valores obtenidos
mediante espectrofotometria con lecturas a 760 nm de longitud de onda, la misma
que sirvié para establecer la ecuacion de regresion lineal y poder estandarizar la
linea de tendencia para proyectar asi, las respectivas concentraciones en funcion
a las lecturas de absorbancia obtenidas, siendo su uniformidad lineal validada

matematicamente por el coeficiente de regresion cercano a la unidad.

0.45
0.4 y =0.0907x + 0.024
035 R2=0.9802 .=

0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05
0

ABSORBANCIA 760 nm

0 1 2 3 4 5
CONCENTRACION (mglL)

Figura 2. Curva de calibracion con el coeficiente de correlacion y la ecuaciéon de

regresion lineal.

En el cuadro 5 se presentan cada uno de los valores absorbancia obtenidos en la
lectura del espectrofotdmetro a 760 nm y sus valores respectivos estandarizados
en funcion a su ecuacion de regresion lineal antes determinada mediante la grafica

de la figura 3.
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Cuadro 5. Valores de concentracion, absorbancia y estandarizacién de la curva de

calibracion.
Concentracién preparada Absorbancia Concentracién
(mg/L) estandarizada (mg/L)
1.0 0.128 1.2
1.5 0.184 1.8
2.0 0.199 1.9
3.0 0.305 3.1
4.0 0.371 3.8
Tara 1:100 0.187 1.8

Con el valor obtenido por estandarizacion de la lectura de absorbancia de la
muestra de dilucidn del extracto de tara 1:100 se procedié a transformar este
resultado de la curva de calibraciéon a porcentaje de concentracion de taninos
equivalentes a acido galico hasta homologarlos con la muestra colectada

originalmente, resultando por sustitucion el siguiente valor:

mg A.G. ] [1 L solucién] [ 100 mL [ 1gA.G.

45 % =10 [180
o 1000 mL 110.4gM.S.1[1000 mg A.G

100
L solucion ] x

4.2. Ensayo 2: Evaluacion de diferentes diluciones de taninos de tara frente a la
integridad de los ooquistes de Eimeria sp.
En el cuadro 6 se muestran los valores en porcentaje de los promedios de ooquistes

de Eimeria sp. que fueron afectados en diferentes periodos de exposicién a cada

concentracion correspondiente a su respectivo tratamiento.
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Cuadro 6. Afectacion promedio de los ooquistes de Eimeria sp. en diferentes

periodos de exposicion por tratamiento.

Clave de Tiempo (horas)

tratamiento 0 12 24 48 72
To- 0% 32% 100% 100% 100%
To+ 0% 0% 0% 3% 9%
T 0% 0% 0% 3% 7%
T2 0% 0% 0% 12% 13%
Ts 0% 0% 0% 16% 16%
T4 0% 0% 0% 15% 16%
Ts 0% 0% 0% 18% 14%
Te 0% 0% 0% 45% A7%
T7 0% 0% 2% 52% 50%
Ts 0% 0% 0% 55% 54%
To 0% 0% 6% 55% 61%
T1o 0% 0% 11% 60% 61%

En el cuadro 7 se muestra el resultado del analisis de varianza efectuado a los
resultados obtenidos en el primer ensayo, en donde se evidencia que la diferencia
obtenida tanto entre los diferentes tiempos de lectura, asi como, dentro de cada
tratamiento es significativa, por lo que se procede a emplear este dato para ejecutar

el segundo ensayo.

Cuadro 7. Andlisis estadistico (ANOVA) de los resultados obtenidos entre los

tratamientos y tiempos de exposicion

, Grados Suma de Cuadrado ValorF Valor F .
Variable de cuadrados medio  obtenido tabla Decision
libertad (a=0.05)

Tratamiento 11 1.772 0.161 6.317 2.014 Significativo
Tiempo 4 1.574 0.393 15.432 2.584 Significativo
Error 44 1.122 0.025

Total 59 4.467
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En el cuadro 8 se muestran las diferentes agrupaciones con significancia
estadistica mediante la prueba de Tukey de rango multiple, en donde se obtuvo que
los resultados se consolidaron en tres grupos, siendo el primero las lecturas
obtenidas a las cero horas, uno segundo comprendido por las lecturas realizadas a
las 12 y 24 horas y finalmente, un tercer grupo comprendido por las lecturas

efectuadas a las 48 y 72 horas.

Cuadro 8. Prueba de comparaciones multiples de Tukey (0=0.05) para el tiempo de

exposicion a cada tratamiento.

Iﬁigr;? Afectacion (%) Repeticiones S|gn|f|c?(;1:(|)a.10e5$)£ad|st|ca
0 0 12 a
12 3 12 ab
24 10 12 ab
48 36 12 c
72 37 12 c

*=Valores de la columna con diferente letra son significativamente diferentes de

acuerdo con la prueba de Tukey de rango multiple (a=0.05)

En el cuadro 9 se muestran las diferentes agrupaciones con significancia
estadistica mediante la prueba de Tukey de rango multiple, en donde se obtuvo que
los resultados se consolidaron en ocho grupos, siendo el primer grupo conformado
por las lecturas de To+, un segundo grupo con las lecturas de T1, un tercer grupo
las lecturas de T2, una cuarta agrupacién conformada por las lecturas de T4, Ta y
Ts, un quinto grupo por Ts, un sexto por T7, un séptimo agrupamiento con las
lecturas de Ts, To y T1o, finalmente el octavo grupo comprendido por las lecturas de
To-.
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Cuadro 9. Prueba de comparaciones multiples de Tukey (a=0.05) para el efecto de

cada tratamiento.

Clavg de Concentracion Afectacion Repeticiones Sigr)ificancia
tratamiento (ppm) (%) estadistica (0=0.05)*
To+ 0 3 5 a
T+ 1000 3 5 ab
T2 2000 11 5 abc
T4 5000 15 5 cd
Ts 3000 16 5 cd
Ts 10 000 18 5 cd
Te 20 000 42 5 e
T7 30 000 52 5 f
Ts 50 000 55 5 fg
To 100 000 55 5 fg
T1o 140 000 60 5 fg
To- 0 100 5 h

*=Valores de la columna con la misma letra no son significativamente diferentes de

acuerdo con la prueba de Tukey de rango multiple (a=0.05)

En la figura 3 se muestran mediante un grafico de barras los valores promedios de
cada tratamiento obtenidos en la lectura luego de 48 horas, en esta lectura se
evidencia el efecto del control negativo TO- con un 100 % de afectacién en la
integridad de los ooquistes, mientras que el efecto del control positivo solo generé

un grado de afectacion en el 3% de los ooquistes de los que se dio lectura.

120
100%
100
80
o)
60 52% 55% 55% 60%
42%
40
3% 3% . l
O [ ] ||
TO+ T1 T2 T4 T9 T10 TO-

Figura 3. Afectacién promedio de los ooquistes de Eimeria sp. en 48 horas de

exposicion a cada tratamiento.

29



En la figura 4 se observa el diagrama de cajas, que permite ver como fue la
distribucion de los datos obtenidos en cada cuartil con la presentacion de algunos

valores atipicos, denotando los rangos maximo y minimo de las lecturas realizadas.

100,00

80,00

41 53

50,00

Afectacion (%)

40,00

20,00

e g 0T

- I T I T | T
TO+ T1 T2 T3 T4 TS TG T TS TS T10 TO-

Tratamientos
Figura 4. Diagrama de cajas de la distribucion de datos en cada tratamiento a las

48 horas de exposicion.
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V. DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo 1, se determiné la presencia
de taninos en la muestra de tara, esto es corroborado por el viraje de coloracion a
un tono azul verdoso descrito por Lock (2016) como indicador confirmatorio al
contenido de taninos en la muestra. En el analisis cuantitativo se determin6 una
concentracion de 45% de taninos equivalentes al acido galico, el mismo que se
encuentra dentro de los valores publicados en zonas cercanas, es asi que, Custodio
en el 2017, refiere haber obtenido un valor de 52% en el distrito de La Cuesta en la
provincia de Otuzco, asi mismo, Bricefio y Rios en el 2012 obtuvieron un 40% en
la localidad de Coina, dentro de la misma provincia. Estas variaciones son
influenciadas por factores tanto ambientales como propios de la planta, es asi que,
otros autores como Ledn en el 2018 encontrd valores entre 0,22 % y 6,03 % en
Cuenca, Ecuador, mientras que, en el mismo pais, Jativa en el 2011 registrd valores
entre 42 % y 65%.

En cuanto a los resultados del ensayo 2, el mayor efecto evidenciado sobre la
integridad estructural de los ooquistes de Eimeria sp, se dieron de manera
significativa luego de una exposicion de 48 horas, determinando que las lecturas
en este periodo fueran seleccionadas para su posterior analisis en cuanto al efecto
de cada tratamiento (Mederos y Larrea, 2018), siendo asi el tratamiento expuesto
a 50 000 ppm el que ocasioné mayor porcentaje de ooquistes registrados como
afectados bajo inspeccidn microscopica, no mostrando estadisticamente una
diferencia significativa con las concentraciones mas elevadas, significando esta
concentracion como su efecto techo farmacolégico (Sumano, 2006). Esta
afectacion se evidencid6 como dafio estructural a las membranas externas e
internas, asi como el colapso general de los ooquistes, estos dafos se apreciaron
en diferentes grados desde una granulacién y deformacion de las membranas hasta

la ruptura y desintegracion del ooquiste.
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La lectura de los resultados obtenidos se explican segun Olivas y otros (2015) por
la precipitacion de proteinas que hacen los taninos, debido a que estos compuestos
normalmente son usados como mecanismo de defensa de las plantas frente a la
agresion de patdgenos o depredadores, por lo que, entre sus muchos efectos se
han descrito principalmente la inhibiciobn enzimatica por agregacion vy
desnaturalizacion proteica que genera en las estructuras tanto cuaternarias como
terciarias del andamiaje proteico de las células, es asi que, tienden a ocasionar la
degradacion de membranas de los microorganismos por su facilidad de union a

proteinas y la privacion de sustratos en muchas de las reacciones enzimaticas.

Un efecto similar segun Barbehenn y Constabel (2011) se da bajo la exposicion de
taninos de elevado peso molecular sobre células animales, es asi que, este tipo de
taninos, denominados condensados, son los responsables de muchos de los
efectos antinutricionales, por lo que no fueron extraidos y tampoco objeto de
estudio, estos comunmente son encontrados en proporciones altas con respecto al
resto de taninos en otras especies como el sorgo por ejemplo, en cuyo caso tienden
a ligarse mediante puentes de hidrogeno a muchos nutrientes dificultando su
digestion y absorcion y que tiene que seguir diversos procesos para Ssu

desactivacion antes de ser administrados como alimento (Montiel y otros, 2012).

Es asi que, en los taninos hidrolizables, que son materia de este estudio, se han
descrito segun refiere Figueroa y otros (2014) efectos astringentes y regeneradores
de dano tisular por esta capacidad de precipitar el colageno de las células
epiteliales de revestimiento, lo cual lo convierte en una sustancia con altas
expectativas en el control y tratamiento de infecciones por microorganismos en el
tracto entérico. Su misma estructura le permite establecer enlaces no covalentes
que conlleva a una liberacion progresiva para desarrollar su efecto biolégico que
tiene que regularse mediante la dosificacion controlada de pequefias cantidades
para poder obtener sus efectos descritos como antibidtico, antioxidantes,

antiinflamatorio y anti mutagénico (Olivas y otros, 2015).
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En los taninos hidrolizables, su accion antioxidante se relaciona con la facilidad que
tienen de donar electrones y parar las reacciones en cadena a través de especies
reactivas de oxigeno que llevan a la generacion de dafo en el material genético y
la peroxidacion lipidica de las membranas celulares (Vazquez y otros, 2012). En
estudios inhibitorios de microorganismos realizado por Jativa en el 2011 se reporté
que a concentraciones de 10 000 ppm los taninos presentan un efecto antifungico
frente al género Penicillum sp con un 100 % de inhibicion a esta concentracion,
pero solo logra un 20 % frente al género Botritys sp enfrentado a esa misma

concentracion y nula inhibicién frente al género Aspergillus sp.

Otros estudios de efecto biolégico aplicativo de los taninos es el realizado por
Martinez en el 2010 frente a helmintos, es asi que, encontré que los taninos afectan
a la movilidad, nutricion y reproduccién de estos, pero concluye que su efecto
antihelmintico es reducido en comparacion con los compuestos sintéticos de uso
convencional. Avilés en el 2018 determind que la concentracion minima inhibitoria
de los taninos frente a Staphylococcus aureus fue de 12,5 ppm, asi mismo, tuvo
como hallazgo el haber encontrado diferencia significativa en la regeneracion tisular

del epitelio lesionado frente al control sin tratamiento.

En estudios mas relacionados con los microorganismos materia de esta
investigacion tenemos al realizado por Vasquez y Acosta en el 2015, en donde
registraron el efecto depresor que tienen los taninos a una concentracion de 15 000
ppm suplementados en la dieta de bovinos frente a la poblacion de protozoarios
ruminales in vivo, corroborando asi, las bases tedricas del efecto a nivel molecular
que ejerce esta sustancia frente a una gran variedad de microorganismos, siendo
en este caso, un efecto no deseado ya que en el caso de los rumiantes, estos
protozoarios desempefian funciones importantes en su digestion ruminal, pero deja
evidencia de la susceptibilidad a la presencia de los taninos en otro tipo de

microorganismo protista como los protozoarios que también se ven afectados.
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Aparte de este efecto directo contra los microorganismos, uno de los mayores
beneficios encontrados de manera indirecta es la mejora de la integridad y salud
intestinal que generan los taninos, es asi que segun Cejas y otros (2011),
mencionan que los taninos cumplen con las exigencias del sistema de defensa
como antioxidante interfiriendo directamente con los radicales libres, por lo que
pueden restaurar el equilibrio oxidante - antioxidante, lo que conduce a la mejora
de la integridad intestinal y el rendimiento durante la coccidiosis subclinica,

reduciendo el estrés oxidativo y sobretodo la inflamacién intestinal.

En otro trabajo especificamente relacionado con la evaluacién de su efecto en
casos de coccidiosis aviar es el publicado por Tonda y otros en el 2018, que evalu6
el efecto del extracto de taninos, especificamente acido tanico desafiado in vivo
frente a Eimeria sp. en aves linea Cobb 500, en donde hallé significancia en la
mejora de la salud intestinal, lo cual es explicado nuevamente por la actividad
antioxidante, antiinflamatoria y astringente en beneficio de la salud intestinal a la

vez de ejercer un efecto directo frente a los coccidios (Qari y otros, 2013).
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1.

VI. CONCLUSIONES

La concentracion de taninos, equivalentes al acido galico, en la muestra de

polvo seco de vainas de tara (Caesalpinia spinosa) fue de 45 %.

El mayor porcentaje de dafo visualizado en el microscopio optico a 400X se
produjo en 48 horas de exposicion y a una concentracion de 50 000 ppm de

taninos equivalentes al acido galico en solucion acuosa.
El dafno se produjo desde granulacién y deformacion de la membrana externa

del parasito siguiendo por la degradacion y ruptura de ambas membranas hasta

el completo colapso de los ooquistes de Eimeria sp.
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1.

VIl. RECOMENDACIONES

Hacer uso de diferentes analitos para determinar el contenido de otros taninos
hidrolizables, como por ejemplo, incorporar la cuantificacion del acido tanico

dentro del estudio.

Continuar con la fase de estudio in vivo para determinar el grado de control de
la coccidiosis que ejerce la adicion de dosis progresivas de taninos en la dieta

y relacionarlo con las concentraciones realizadas in vitro.

Determinar y medir el efecto adicional de los taninos tara como antioxidante,

antiinflamatorio y astringente a nivel intestinal en aves comerciales.
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X. ANEXOS

J U PAO Museo de Historia Natural y Cultural

HERBARIO ANTENOR ORREGO (HAO)

CONSTANCIA N° 16-2019-HAO-UPAG

El que suscribe, Director del Museo de Historia Natural y Cultural de la
Universidad Privada Antenor Orrego, deja:

CONSTANCIA

Que Gary Erick Ledén Burgos, estudiante de la carrera profesional de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Privada Antenor
Orrego, ha solicitado la determinacion de material vegetal, el cual
corresponde a la siguiente especie:

Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze (Fabaceae)
El mismo que serd utilizado para la tesis titulada: «Efecto de los taninos de
tara (Caesalpinia spinosa) en la esporulacion de ooquistes de Eimeria sp.

evaluados in vitro».

Se expide la presente constancia a solicitud del interesado para los fines que

correspondan.
Trujillo, 14 de mayo de 2019
e 2l 2 4y
o€ #
y v 3
- Mg. Segundo Leiva Gonzalez
Director
Museo de Historia Natural y Cultural
e S G o e i ot S
UNIVERSIDAD PRIVADA ANTENOR ORREGO Av.América Sur 3145 Monserrate Trujillo - Perd
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Cuadro 10. Afectacién de ooquistes de Eimeria sp. en diferentes tiempos de

imental.
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