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I. RESUMEN

Las enfermedades gastrointestinales representan una de las principales causas de
enfermedad a nivel mundial, estdn causadas principalmente por protozoarios, tal como el
agente causante de la giardiasis, zoonosis de la cual existe poca informacion descrita en el
conejo, especie productiva que ademas es un animal de compaiiia de popularidad creciente.
Los efectos adversos de algunos tratamientos antigiardiasis han impulsado la busqueda de
alternativas a partir de extractos herbales; por ello, el objetivo de este estudio fue
determinar el efecto de los extractos etandlicos de Castilleja tenuiflora, Geranium
mexicanum, Justicia spicigera y Lepidium virginicum sobre la actividad antigiardia y
caracteristicas productivas en conejos. Cuarenta y dos conejos fueron infectados
experimentalmente por via oral con 3x10° trofozoitos de Giardia lamblia. Mediante un
disefio completamente al azar con un arreglo factorial 7x7, se formaron siete grupos; dos
grupos testigos (positivo y negativo), uno tratado con metronidazol y cuatro grupos que
incluyeron los 4 extractos etandlicos. Los tratamientos y las mediciones se realizaron
diariamente, se empleo la técnica de Faust y se realizaron conteos de quistes y trofozoitos
de Giardia duodenalis. Se empled la técnica de componentes principales para la reduccion
de variables y para la comparacion de las medias se utilizd la prueba de Dunett con una
significancia de p< 0.05. A los siete dias postinfeccion no hubo diferencias estadisticas en
las caracteristicas productivas. A los treinta dias de tratamiento el peso inicial, al igual que
el peso final no mostraron diferencias entre tratamientos, mientras que la ganancia diaria de
peso y el consumo promedio diario de alimento fueron iguales para el testigo positivo y el
tratamiento con metronidazol. El rendimiento en canal fue el mismo para todos los
tratamientos (p>0.05). De acuerdo a los resultados obtenidos se puede concluir que los
extractos vegetales empleados poseen un efecto antigiardia en conejos, sin que tenga un

efecto sobre las caracteristicas productivas.

Palabras clave: Giardia duodenalis; Castilleja tenuiflora; Geranium mexicanum; Justicia

spicigera; Lepidium virginicum; conejo.
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Il. ABSTRACT

Gastrointestinal diseases are a major cause of disease worldwide, they are mainly caused by
protozoa, such as the causative agent of giardiasis, zoonoses with little information
described in the rabbit, productive specie and pet with popularity. The side effects of some
treatments antigiardiasis have prompted the search for alternatives from herbal extracts;
therefore, the aim of this study was to determine the effect antigiardia of ethanol extracts of
Castilleja tenuiflora, Geranium mexicanum, Justicia spicigera and Lepidium virginicum on
productive performance in rabbits. Forty two rabbits were experimentally infected orally
with 3x105 trophozoites of Giardia lamblia. Using a completely randomized design with a
factorial arrangement 7x7, seven groups were formed; two control groups (positive and
negative), one treated with metronidazole and four groups that included the 4 ethanolic
extracts. Treatments and measurements were performed daily, the Faust technique was used
and counts of cysts and trophozoites of Giardia duodenalis were performed. The principal
components to reduce variables and for comparison of means was used Dunett test was
used with a significance of p <0.05. Seven days after infection, there were no statistical
differences in the productive characteristics. Within thirty days of treatment the initial
weight as the final weight did not differ between treatments, while the average daily gain
and average daily food consumption were similar to the positive control and treatment with
metronidazole. Carcass yield was the same for all treatments (p> 0.05). According to the
results it can be concluded that the plant extracts possess antigiardia effect in rabbits,

without having an effect on the production performance.

Keywords: Giardia duodenalis; Castilleja tenuiflora; Geranium mexicanum; Justicia

spicigera; Lepidium virginicum; conejo.and rabbit.
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1.0 INTRODUCCION

Las enfermedades gastrointestinales representan una de las principales afecciones en
humanos a nivel mundial, siendo una de sus manifestaciones la diarrea, en paises en
desarrollo llega a ocasionar la muerte cuando se presentan complicaciones. Aunque la
etiologia es diversa, uno de los protozoarios comiinmente implicados es Giardia duodenalis

(WHO, 2012).

Este padecimiento puede afectar a diversas especies domésticas, incluso se ha reportado en
el conejo (Porter et al., 1990; Lebbad et al., 2010; Zhang et al., 2012). Al considerarse una
zoonosis, la presencia de mascotas parasitadas constituye un riesgo potencial para la salud
humana (Porter et al., 1990), especialmente tratindose de especies como los conejos y
roedores que se han vuelto animales de compania muy populares (AVMA, 2007; Hill y

Brown, 2011).

A partir de la Gltima parte del siglo XX se ha incrementado el interés por el empleo de
terapias alternativas y complementarias, que incluyen el uso de plantas medicinales
(Taddei- Bringas et al., 1999; WHO, 2002; Raskin et al., 2002; Herrera et al., 2009) y en
este sentido, existen diversas investigaciones que buscan encontrar alternativas terapéuticas
a la medicacion farmacologica que se administra en casos de diarrea ocasionada por
protozoarios (Monis y Thompson, 2003; Calzada et al., 2005; Amaral et al., 2006; Calzada

et al., 2006; Velazquez, 2006; Barbosa et al., 2007).



1.1 Antecedentes

1.1.1 Giardiasis

Esta enfermedad es causada por un protozoario flagelado de la familia Hexamitidae y
género Giardia, de la cual existen diversas especies (agilis, ardeae, duodenalis, microti,
muris y psittaci), siendo la mas comun duodenalis, también conocida por sus sinénimos
Giardia intestinalis o Giardia lamblia (Mahbubani et al.,1992; Olson et al. 2004; Monis et
al., 2009). En el cuadro 1 se muestran algunas especies animales de las que se ha aislado,
tales como humanos, perros, ratas, tities, gatos, ovinos, bovinos, cerdos, alpacas, cobayo,
raton ciervo, jerbos, castores, hamster, mapaches, 0sos negros y conejos, entre otros (Monis

y Thompson, 2003; Thompson, 2004; Caccio y Ryan, 2008; Lebbad et al., 2010).

El primer reporte de la enfermedad se adjudica a Anton van Leeuwenhoek, quien describid
el organismo después de analizar sus propias heces diarreicas en 1681 (Campos y Vazquez,

1999).

1.1.2 Giardia duodenalis

Es un organismo eucariota (Plutzer et al., 2010) con 8 grupos genéticos; de la A a la H,
identificados mediante estudios moleculares. Algunos de los hospederos que han sido
reportados, se muestran clasificados por grupo genético en el cuadro 1 (Monis y Thompson,
2003; Thompson, 2004; Thompson y Monis, 2004; Caccio y Ryan, 2008; Lebbad et al.,

2010).



CUADRO 1. Especies de Giardia, genotipo y hospederos.

Especie Grupo
o ” Ejemplos de animales afectados
parasitaria genético
A Perro, gato, humano, cobayo, oveja, huron, gamo, alce,
reno, alpaca, caballo, bovino, cerdo, zorro
B Humano, conejo, chinchilla, cobayo, perro, caballo, rata,
mono, castor, ciervo, zorro, titi, siamang, lori perezoso
C Perro
iardi
Giardia D Perro
duodenalis
E Bovino, borrego, cerdos, gato, gamo, yak
F Gato
G Rata doméstica
H Organismos acuaticos

Giardia muris

Raton, rata, hamster

Giardia Raton
microti

Giardia ardeae Garza
Giardia Aves
psitacci

Giardia agilis Anfibios




1.1.2.1 Morfologia

Estos microorganismos pueden encontrarse en alguno de sus dos estadios de vida, quistes o
trofozoitos (Figura 1). Los quistes poseen una forma oval y su longitud aproximada es de 9-
13 pm x 7-9 pm (Payne y Artzer, 2009). Los trofozoitos son organismos con ocho flagelos,
tienen forma de pera y miden 12-17 pm x 7-10 um, poseen dos niicleos prominentes que se
encuentran en el centro de la célula, la parte ventral del parasito se encuentra aplanado y
ocupado por una ventosa que se estrecha hasta el flagelo caudal (Thompson, 2004; Payne y

Artzer, 2009).

\

ventral disk N

e |

flagella

2pm N /

Figura 1. Trofozoito (A) y quiste (B) de Giardia duodenalis (Touz, 2012).

1.1.2.2 Transmision

Se ha demostrado que la contaminacion con quistes de Giardia duodenalis en fuentes de
agua, comida, o bien, la via directa fecal-oral, constituyen un importante mecanismo de

infeccion para humanos y animales (Hunter y Thompson 2005; Cotton et al., 2011).



La transmision del parasito también estd determinada por factores como la cantidad de
quistes ingeridos, o el estado fisiologico e inmunologico del huésped. Se requieren entre 10
y 100 quistes para infectar a un humano (Roxtrom- Lindquist, et al., 2006; Vazquez y
Campos, 2009) y su mecanismo de respuesta inmunitaria incluye la intervencion de

linfocitos CD4, citocinas, linfocitos B e inmonuglobulinas (Abdul- Wahid y Faubert, 2008).

1.1.2.3 Epidemiologia

Esta parasitosis del intestino delgado proximal representa un mayor riesgo para la
poblacion pediatrica. Se estima que alrededor del 2% de los nifios de América Latina
manifiestan la enfermedad, siendo la segunda causa de la presentacion de diarrea aguda,
diarrea con detencion de la curva de crecimiento cronica intermitente o continua, aunque
también existe el estado de portador asintomatico (Gonzalez et al., 2009). En México,
conforme a la informacién obtenida en los Anuarios de Morbilidad de la Secretaria de
Salud (SSA, 2014), desde hace mas de una década se muestra una tendencia descendente en

la presentacion de nuevos casos reportados a los principales servicios de salud (Figura 2).
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Figura 2. Numero de casos de Giardiasis reportados de 1988 a 2013.



1.1.2.4 Patogenia

Durante el ciclo de vida del parésito, es posible encontrarlo en alguno de sus dos estadios,
trofozoito o quiste. La infeccion comienza con la ingestion de quistes que son expuestos a
las secreciones del estobmago, asi como al cambio de pH en el duodeno, lo que desencadena
el proceso de exquistacion para liberar los exquizoitos, que posteriormente se dividiran en
dos, generando cuatro trofozoitos. Los trofozoitos se dividen por fision binaria y con ayuda
de sus flagelos, se mueven para adherirse mediante su ventosa a las vellosidades
intestinales en el yeyuno e ileon; donde interactian moléculas como las alfa, beta, delta y
gama giardinas y mediante mecanismos complejos, se desencadena la presentacion de
diarrea (Cotton et al., 2011, Payne y Artzer, 2009). Se cree que esos procesos involucran la
apoptosis de enterocitos, activacion de los linfocitos del huésped, acortamiento de las
microvellosidades del borde de cepillo, con o sin atrofia de las vellosidades, deficiencias de
disacaridasa y malabsorcion (Roxstrom- Lindquist et al., 2006; Cotton et al., 2011). El

ciclo se esquematiza en la figura 3.
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Figura 3. Ciclo de vida de Giardia duodenalis (Sabalete et al., 2011).

1.1.2.5 Manifestaciones clinicas

Dentro de estas manifestaciones, se pueden distinguir el cuadro agudo y el cronico. En el

cuadro agudo suelen presentarse evacuaciones diarreicas explosivas, acuosas y fétidas,



dolor abdominal, nduseas, vomito, distension abdominal y heces con moco (Vazquez y

Campos, 2009; Cotton et al., 2011).

En cuadros cronicos, el paciente puede manifestar diarrea cronica, mala absorcién

intestinal, cefalea, sindrome de talla y peso bajo (Hanevik et al., 2007; Cotton et al., 2011).

Los pacientes con un sistema inmune deficiente, por ejemplo, con VIH, tienden a presentar
una sintomatologia marcada, mientras que en los individuos sanos, la enfermedad tiende a

mostrarse autolimitante y suelen ser portadores asintomaticos (Cotton et al., 2011).

1.1.2.6 Tratamiento

Para el tratamiento de esta parasitosis suelen emplearse diversos farmacos, entre ellos se
encuentran: metronidazol (como tratamiento de eleccidon), nitazoxanida, albendazol,
mebendazol, furazolidona, paromomicina, tinidazol, secnidazol y quinacrina, que se
muestran en la figura 4 (Calzada, 2000; Barbosa, 2007; Merch et al., 2008; Vazquez et al.,

2009).
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Figura 4. Algunos farmacos utilizados en el tratamiento de la giardiasis.



1.1.3 Tratamientos alternos

Los tratamientos de eleccion para la enfermedad suelen tener alta disponibilidad en el
mercado, ser eficaces y poseer facilidad en su administracion, sin embargo, en el caso del
metronidazol, una de sus desventajas es que puede acarrear efectos secundarios tales como
cefaleas, nauseas, vértigos, vomitos y cambios momentaneos en la percepcion de los
sabores. Esta ha sido una de las razones de estudiar el potencial de las especies vegetales en
el tratamiento de la giardiasis para la posterior produccién de fitomedicamentos (Barbosa,

2007; Merch et al., 2008; Vazquez et al., 2009).

La diversidad ecoldgica y cultural en nuestro pais ha permitido realizar diversas
investigaciones con la finalidad de aprovechar eficientemente los conocimientos ancestrales
sobre el uso de las plantas en la medicina tradicional y obtener productos naturales

benéficos para la salud (Barbosa, 2007).

A continuacion se hara una resefia de las especies vegetales que fueron ocupadas en este

estudio.
1.1.4 Castilleja tenuiflora

Es una planta originaria de México, que se puede localizar en climas semiseco y templado,
mide de 30 cm a 1 m, presenta hojas alargadas y estrechas, sus flores en racimos combinan
coloraciones amarilla y anaranjadas, tienen tallos con pelos rigidos y blanquecinos

(BDMTM, 2009). En la figura 5 se puede observar un ejemplar de esta especie.

Pertencece a la familia Orobanchaceae (SIIT, 2013; Tank et al., 2009), posee sindnimos
populares como cola de borrego, calzon de indio, castilleja, coneja, copete de grulla, mirto,
hierba del golpe o hierba del cancer. Tradicionalmente, se ha utilizado para tratar cancer,

dismenorrea, enfermedades respiratorias y desordenes gastrointestinales (BDMTM, 2009).

Se han aislado diversos compuestos en las partes aéreas (Jiménez et al., 1995) y raices

(Gomez et al., 2012) de esta especie vegetal (Figura 6 y 7).
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Figura 5. Ejemplar de Castilleja tenuiflora
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Figura 6. Compuestos aislados de partes aéreas de Castilleja tenuiflora
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Figura 7. Compuestos aislados de las raices de Castilleja tenuiflora

1.1.5 Geranium mexicanum

Esta planta mexicana habita en climas semisecos y templados, mide aproximadamente 50
cm, sus hojas tienen forma de una pata de ledn, presenta flores pequenas de color rosa con

rayas rojas en los pétalos, el tallo es delgado (Figura 8).

Pertenece a la familia Geraniaceae y también es conocida como pata de ledn o geranio de

olor, se utiliza cominmente para contrarrestar trastornos digestivos (BDMTM, 2009).
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Posee actividad antibacterial, antisecretora, antiperistaltica y antiprotozoaria; de la raiz se
han aislado compuestos (Figura 9) tutiles para contrarrestar desoérdenes gastrointestinales
(Alanis et al., 2005; Calzada et al., 2005; Velazquez, et al., 2006; Barbosa et al., 2007,

Calzada et al., 2010).

Figura 8. Ejemplar de Geranium mexicanum (BDMTM, 2009).
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Figura 9. Compuestos aislados de Geranium mexicanum.

1.1.6  Justicia spicigera

Es una hierba originaria de México a Colombia, se encuentra en climas calido, semicélido,
semiseco, seco y templado, mide de 1 a 1.5 m de altura, cuenta con hojas mas largas que
anchas y con nervaduras muy marcadas (Figura 10), las flores son de color anaranjado o

rojo palido en forma tubular y se agrupan en la union del tallo y la hoja (BDMTM, 2009).

Esta clasificada dentro de la familia Acanthaceae (SIIT, 2013) y es conocida como muicle,
muite, miutle, afil de piedra, “me tzi fa”, “yichkaan” o limanin, entre otros. Sus usos
tradicionales incluyen el tratamiento de erisipela, sifilis, tumores o granos dificiles de curar,
fiebre, infecciones renales, anemia, vértigos, tos, célicos, dolores menstruales, constipacion

y diabetes (BDMTM, 2009).

En diversos estudios se han reportado sus efectos, como la actividad antiinflamatoria,
inmunomoduladora y citotoxica. Asi mismo, se han aislado diversos compuestos del

extracto etanolico de esta especie (Euler y Alam, 1982; Meckes, 2004; Septlveda et al.,
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2009; Alonso-Castro et al., 2012; Ortiz et al., 2012), uno de ellos se muestra en la figura

11.
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Figura 10. Ejemplar de Justicia spicigera
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Figura 11. Compuesto aislado de Justicia spicigera

1.1.7 Lepidium virginicum

Originaria de Estados Unidos de América y México, se encuentra distribuida en climas
calidos y templados, es una planta que mide 15 a 70 cm de altura (Figura 12) con hojas
dentadas, flores blancas pequefias y en espigas, el tallo se encuentra ramificado y presenta
vellosidades, sus frutos tienen forma de lenteja (BDMTM, 2009).

Esta especie perteneciente a la familia Brassicaceae (SIIT, 2013) es conocida como
lentejilla, cola de zorrillo, hierba del pajarito, “chilacaquilitl”, ajonjolillo, entre otras mas.
Los usos tradicionales que se le han conferido se relacionan con el tratamiento de trastornos
gastrointestinales y respiratorios (BDMTM, 2009).

Se han identificado de sus raices compuestos (Figura 13) que actian contra Entamoeba
histolytica (Calzada et al., 2003).

En el cuadro 2 se muestra la informacion adicional sobre las especies vegetales empleadas
en este estudio (Aguilar et al., 1994; BDMTM, 2009; Meckes et al., 2004; Moreno, 2004;

Calzada et al., 2005; Alonso-Castro et al., 2011;).
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Figura 13. Compuesto aislado de Lepidium virginicum
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Cuadro 2. Nombres cientificos, familias, nombres comunes, partes usadas, uso medicinal y algunos compuestos aislados de las

especies vegetales selectas de la herbolaria mexicana empleadas en este trabajo.

Nombre Nombre Partes Algunos compuestos
Familia Uso medicinal
cientifico comun usadas aislados de la especie
o Hierba del Cancer, enfermedades
Castilleja Hojas, Flavonoides (quercetina
) Orobanchaceae cancer, cola de gastrointestinales y
tenuiflora tallo, flor ' _ rutina, catequina)
borrego respiratorias
Flavonoides
Geranio de ] ] )
Geranium (epicatequina, catequina),
] Geraniaceae campo, pata de Aéreas Trastornos digestivos
mexicanum tiramina, glucosido de -
ledn
sitosterol
Flavonoide (disramndsido
o Anemia, desordenes ]
Justicia Ramas, de camperol), glucésido de
o Acanthaceae Muicle, muitle gastrointestinales y
spicigera hojas, flor ‘ ‘ B-sitosterol
ginecoldgicos
. Ajonjolillo, o o
Lepidium Ramas Padecimientos digestivos y
o Brassicaceae lentejilla ) ) Bencil glucosinolato
virginicum respiratorios
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A continuacién se mencionan algunos efectos que presentan los compuestos mencionados
en el cuadro 2 (Dewick P., M., et al. 2009; Hoffman, D., et al. 2003; Kaufman et al.,
1999).

Quercetina: liberacion de histamina, inhibicion de la lipooxigenasa y otras enzimas
involucradas en el metabolismo del acido araquiddnico, hipoglicemiante, quela metales,

elimina radicales y previene oxidacion de lipoproteinas de baja densidad.

Rutina: actividad antiinflamatoria por la inhibicion de la enzima lipooxigenasa, propiedades

antivirales y antibacterianas.
[3— sitosterol: actividad hiperlipoproteinémica, hipoglicemiante y antitumoral.

Glucosinolatos: cuando la planta se rompe liberan aceites volatiles mediante la reaccion del

glucosinolato con la enzima tioclucosidasa.
Catequina: antioxidante, astringente.

Camperol: hipotensor, antioxidante.

2.0 JUSTIFICACION

La enfermedades gastrointestinales son un problema de salud publica y una de sus
principales causas son las infecciones por protoazoarios como Giardia duodenalis, cuya
transmision a seres humanos puede realizarse a través de los animales, ya que se considera
una zoonosis. La existencia de una poblacion creciente de conejos que funge como animal
de compaifiia y como animal productivo, asi como la deteccion de giardiasis en la especie,
incrementa el riesgo de infeccion hacia los seres humanos. La investigacion organizada de
Castilleja tenuiflora, Geranium mexicanum, Justicia spicigera y Lepidium virginicum
puede ser el punto de partida para el hallazgo de nuevos productos con efecto

antiprotozoario.
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3.0 HIPOTESIS

Los extractos etandlicos de las especies vegetales Castilleja tenuiflora, Geranium
mexicanum, Justicia spicigera y Lepidium virginicum tendran actividad antiparasitaria
contra una infeccion de Giardia duodenalis sin afectar los parametros productivos y el

rendimiento en canal de conejos Nueva Zelanda Blanco.
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4.0

OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Determinar el efecto antigiardiasis de cuatro especies vegetales mexicanas: Castilleja
tenuiflora, Geranium mexicanum, Justicia spicigera y Lepidium virginicum, asi como

su efecto sobre las caracteristicas productivas en conejos NZB.
4.2 Objetivos particulares

Determinar el efecto contra Giardia duodenalis causado por la administracion via oral
de los extractos etandlicos de Castilleja tenuiflora, Geranium mexicanum, Justicia
spicigera y Lepidium virginicum en muestras fecales de conejos NZB infectados

experimentalmente con trofozoitos de Giardia duodenalis.

Calcular el impacto sobre las caracteristicas productivas (ganancia de peso, consumo
de alimento, conversion alimentaria y rendimiento en canal) causado por la
administracion via oral de los extractos etandlicos de Castilleja tenuiflora, Geranium
mexicanum, Justicia spicigera y Lepidium virginicum en conejos NZB infectados

experimentalmente.
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5.0 MATERIAL Y METODOS

El experimento se llevd a cabo en tres fases:

1. Obtencion de extractos vegetales.

2. Determinacion del efecto antiprotozoario de los extractos vegetales contra Giardia
duodenalis.

3. Medicion del impacto de los extractos vegetales sobre las caracteristicas productivas en

conejos.
5.1 Obtencion de extractos vegetales

El material vegetal empleado fue seleccionado a partir de criterios etnomédicos y
farmacologicos para contrarrestar la diarrea ocasionada por parasitos. Dicho material se
adquirié en el mercado Miguel Hidalgo de la Delegacion Tldhuac en julio del 2011. Se
identifico en el Herbario Nacional del Centro Médico Nacional Siglo XXI, almacenando un
ejemplar de referencia (Castilleja tenuiflora 15716, Geranium mexicanum14405, Justicia

spicigera 15793 y Lepidium virginicum 12608).

Los extractos de Geranium mexicanum y Lepidium virginicum fueron proporcionados por
la Unidad de Investigacion Médica en Farmacologia del CMN Siglo XXI, en donde
Castilleja tenuiflora y Justicia spicigera se dejaron secar a la sombra, a temperatura
ambiente (15-20°C), se fragmentaron las partes aéreas de cada especie vegetal, se pesaron y
se mantuvieron completamente sumergidas en etanol dentro de matraces de bola
individuales durante una semana, las cantidades empleadas fueron: 954 g de Castilleja
tenuiflora en 2.284 1 de etanol y 356 g de Justicia spicigera en 4.0 1 de etanol. Transcurrido
ese tiempo se filtré y concentr6 el liquido empleando un rotoevaporador Heidolph series
Laborota 4003, repitiendo la operacion una vez mads, para recuperar la mayor cantidad de
metabolitos, los extractos se concentraron hasta su desecacion (obteniendo un rendimiento
de 15.35% y 37.96% respectivamente) y se almacenaron en frascos de vidrio herméticos

protegidos de la luz, identificados y mantenidos en refrigeracion hasta su empleo (Figura
14).
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Figura 14. Proceso de elaboracion de extractos etanolicos.

5.2  Determinacion del efecto antiprotozoario de los extractos vegetales contra

Giardia duodenalis

Todos los procedimientos experimentales en animales se realizaron bajo la normatividad

vigente (DOF, 1999; CICUAE, 2010).

Se utilizaron 42 conejos NZB, 21 hembras y 21 machos recién destetados, con un peso
promedio inicial de 1004 + 86 g, de 30 dias de edad, provenientes del area de cunicultura
del CEIEPAv-FMVZ-UNAM, a los cuales se les realizd un examen fisico general y un

estudio coprologico previo al inicio del experimento para verificar su estado de salud.

Los animales fueron alojados en una caseta de ambiente natural con jaulas americanas,

bebederos automaticos y comederos tipo tolva. Los animales se distribuyeron en un disefio
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completamente al azar en siete grupos, ocupando una jaula por cada grupo de seis animales,

proporcionando agua y alimento ad libitum.

Se formulé una dieta con el paquete computacional NUTRION® 2002 a base de alfalfa —
sorgo — soya, libre de antiparasitarios (Cuadro 3), cubriendo las necesidades nutricionales

de los conejos de engorda (ASESCU, 2005; NRC, 1997).

Para la fabricacion del alimento se utilizO una mezcladora vertical de gusano, con
capacidad de una tonelada y una peletizadora CAL.-PELLET 2298-Ya, se le adicioné un
aglutinante en una proporcion de 0.2%' para obtener un pellet cilindrico de 4-5 mm de

didmetro y 6-7 mm de longitud.

Cuadro 3. Composicion de la dieta experimental empleada.

Ingrediente Cantidad (kg)
Harina de alfalfa 491.677
Sorgo 357.219
Pasta de soya 90.879
Melaza 30.000
Fosfato de calcio 6.001
Sal 3.904
Premezcla de vitaminas* 1.000
DL- Metionina 99% 0.858
Premezcla de minerales™* 0.500
Aceite vegetal 0.242
Antioxidante®** 0.100
L- lisina HCI 0.033
Total 1000

! Nutribind Aquadry ®
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Analisis calculado

Energia Digestible, kcal/kg 2474
Proteina cruda, % 17.00
Lisina, % 0.75
Treonina, % 0.65
Metionina + Cistina, % 0.55
Arginina, % 0.84
Triptofano, % 0.22
Calcio total, % 0.80
Fosforo total, % 0.40
Sodio, % 0.20
Extracto etéreo, %" 2.99
Cenizas, % ° 7.43
ELN, % 52.22
Humedad, %’ 10.11
FAD, %’ 21.28
FND, %’ 37.465

*Cantidad por kg aporta: vitamina A 40.000 MIOU, vitamina D3 8.000 Ul, vitamina E
40.000 g, vitamina K 310.000 g, vitamina B; 4.000 g, vitamina B, 20.000 g, vitamina B,
60.000 mg, 4cido folico 1.200 g, acido pantoténico 32.000 g, niacina 100.000 g, calcio
149.524 g, c.b.p. 100.000. ** Cantidad por kg aporta: manganeso 120.0 g, zinc 100.0 g,
cobre 120.0 g, yodo 0.7 g, selenio 0.4 g, cobalto 0.2 g, c.b.p. 100.0 g. *** BHT y BTQ.

? Determinado por Analisis Quimico Proximal (Kenneth, H., 1990) en el Departamento de Nutricion de la
FMVZ de la UNAM
® Calculado por el método descrito por Pagano et al., 1986.
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Para la infeccion de los conejos, se administré mediante una jeringa por via oral a cada
individuo 1 ml de indéculo con 3x10° trofozoitos de Giardia duodenalis (Araujé et al.,
2008; Amorim et al., 2010), cepa IMSS WB cultivada axénicamente a 37°C en medio TYI-
S-33, adicionado con 10% de suero bovino, proporcionado por la Unidad de Investigacion
Meédica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias, UMAE Hospital de Pediatria. Centro

Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.

Los tratamientos fueron los siguientes:

1. Testigo negativo: Sin infeccidon y sin tratamiento alguno.

N

Testigo positivo: Infectado y administrando agua destilada.

3. Infectado y tratado con metronidazol.

4. Infectado y tratado con Castilleja tenuiflora.
5. Infectado y tratado con Geranium mexicanum.
6. Infectado y tratado con Justicia spicigera.

7. Infectado y tratado con Lepidium virginicum.

A partir de los siete dias posinfeccion, los animales fueron tratados diariamente durante 30
dias. Al testigo positivo, se le administré diariamente una dosis de 1 ml de agua destilada
via oral. En el caso de los tratamientos que incluyeron extractos vegetales, se ocupd una
dosis de 300 mg/kg de PV via oral, (Calzada et al., 2010) mientras que para el metronidazol
se empled una dosis de 30 mg/Kg de PV via oral (Varga, M., 20014; Maguire, S. y Hauk,
T., 2012).

Diariamente se ratifico la excrecion de quistes y trofozoitos en muestras seriadas de heces
por grupo mediante la técnica de Faust y flotaciones con cloruro de sodio, empleando la

camara de Neubauer para el conteo (Besné et al. 2006; Carvajal et al., 2007).
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Las muestras fueron colectadas en bolsas de plastico cerradas herméticamente y
previamente identificadas para prevenir su desecacion, transportdndolas en un termo con

refrigerante y procesandolas tan pronto como fue posible después del muestreo.

Se realizdO un pesaje diario de las heces totales excretadas por grupo experimental
paralelamente a la administracion de los tratamientos, mediante el empleo de una superficie

plastica perforada bajo jaula para facilitar su recoleccion.

5.3  Medicion del impacto de los extractos vegetales sobre las caracteristicas

productivas en conejos.

Se evalu6 diariamente el consumo de alimento pesando el alimento no ingerido en el
comedero y haciendo una diferencia con relacion al alimento ofrecido el dia previo, asi
mismo, se determind la ganancia diaria de peso y al final del experimento se calculo la
ganancia de peso total, el consumo de alimento total y se calcul6 la conversion alimentaria

global.

Transcurridos cuatro dias posteriores al término del periodo de administraciéon de los
tratamientos (periodo de retiro) los animales fueron sacrificados empleando la técnica de
dislocacion cervical manual subita con inmediato corte de yugulares (DOF, 1996). El
rendimiento en canal caliente se obtuvo utilizando los criterios sefalados por Blasco et al.
(1993) y la presentacion de la canal fue conforme a la Norma Mexicana NMX-FF-105-
SCFI-2005 (DOF, 2005).
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54 Disefio experimental

Con el proposito de reducir el nimero de variables, se empled la técnica de componentes
principales utilizando las variables ganancia de peso, consumo de alimento, gramos de
heces por individuo, numero de quistes y trofozoitos excretados diariamente.
Posteriormente, a éste componente se le realizd un andlisis factorial 7x7, donde el primer
factor fueron los diferentes tratamientos y el segundo factor los dias de tratamiento,
considerando para su descripcion al primer componente principal, empleando la siguiente

ecuacion:

10.30 * ganancia diaria de peso + -11.15 * consumo de alimento diario — 24.67 * cantidad
de heces + 0.003 * quistes + 0.0006 * trofozoitos + 2.76 = valor del primer componente

principal.

Para ganancia diaria de peso, consumo de alimento, indice de conversion, rendimiento en
canal caliente y sus componentes, se aplico un disefio completamente al azar, mediante el

siguiente modelo:
Yij: u+ T+ Ei(j)

Donde:

Y= Parametros productivos globales y rendimiento de canal caliente.

p.= Media general i=1,2,3,4,5,6y7
Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento. =1,2,3,45y6

Eij= Error del experimento

Para la comparacion de las medias se aplico la prueba de Dunett utilizando como testigo al
grupo infectado que se le administré agua destilada, con una significancia de P<0.05 en el

paquete estadistico JMP (1989-2004).

Se realiz6 una comparacion de medias mediante una prueba de t de Student en los primeros
siete dias tomando como control positivo a los seis grupos de conejos infectados y como

control negativo al grupo de conejos no infectados con Giardia duodenalis.
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6.0 RESULTADOS

Los resultados promedio a los 7 dias post infeccion, considerando dos tratamientos; un
grupo de animales no infectado (tratamiento 1) y otro grupo infectado con Giardia
duodenalis (integrando los tratamientos 2-7) , no reflejaron diferencia estadistica
significativa (P>0.05) sobre los pardmetros productivos: consumo de alimento 96 gy 100 g,
ganancia diaria de peso; 44 g y 43 g, indice de conversion; 2.3 kg: kg y 2.4 kg: kg y peso de
las heces; 57 g y 54 g respectivamente (Cuadro 4).

El analisis factorial mostré en los animales con treinta dias de tratamiento que el testigo
positivo (Infectado y administrando agua destilada) obtuvo los valores mas grandes entre
los tratamientos, lo que indica la presencia de mayor cantidad de trofozoitos y quistes de
Giardia duodenalis en las heces, se redujeron la ganancia diaria de peso y el consumo de
alimento, mientras que la cantidad de heces aumentd. En cuanto a los demés tratamientos,
se encontr6 una menor cantidad de trofozoitos y quistes de Giardia duodenalis en las heces,

presentandose una ganancia diaria de peso y consumo de alimento mayor, disminuyendo la

cantidad de heces (Cuadro 5).

En el cuadro 6 se muestran los resultados promedio de las caracteristicas productivas medidas
en el periodo experimental; el peso inicial no tuvo diferencia estadistica significativa entre
tratamientos, del mismo modo, el peso final resultd ser el mismo para todos los grupos, la
ganancia diaria de peso promedio fue la misma para el testigo positivo y el tratamiento con
metronidazol (42 g), difiriendo del testigo negativo (41 g), asi como del tratamiento con
extracto de Castilleja tenuiflora (38 g), Geranium mexicanum (28 g), Justicia spicigera (37 g)
y Lepidium virginicum (30 g). El testigo positivo y el tratamiento con metronidazol se
comportaron de la misma forma (131 g) para la variable consumo promedio diario de
alimento, presentando diferencias estadisticas significativas para el resto de los tratamientos,

mientras que la conversion alimentaria fue la misma para todos los tratamientos (p<0.05).

El rendimiento en canal se presenta en el cuadro 7, donde no existido diferencia estadistica

significativa entre tratamientos.

29



Cuadro 4. Resultados promedio de parametros productivos de conejos infectados con 3x10°

trofozoitos de Giardia duodenalis en los primeros siete dias postinfeccion.

Tratamiento Consumo/ Ganancia Conversion Peso de las
dia/ diaria de alimentaria, heces frescas,
conejo, g peso, g kg: kg g
No Infectado 96.3 44.0 2.306 57.7
Infectado con Giardia 100.5 43.7 2.459 54.6
duodenalis
EEM 2.8 4.6 0.229 3.1

No se encontro diferencia estadistica significativa entre tratamientos (P>0.05)

Peso inicial de los conejos 1004 = 86 g
EEM= Error estandar de la media

Cuadro 5. Resultados promedio de 30 dias de tratamiento con extractos vegetales en

conejos infectados con 3x10° trofozoitos de Giardia duodenalis siete dias postinfeccion.

Tratamiento Comportamiento de infeccion
1. Testigo negativo -0.378°+0.20
2. Testigo positivo 0.778* +£0.22
3. Infectado y tratado con metronidazol 0.008°+0.19
4 Infectado y tratado con Castilleja tenuiflora -0.010° £ 0.20
5. Infectado y tratado con Geranium mexicanum -0.538°+0.21
6. Infectado y tratado con Justicia spicigera 0.211°+0.19
7. Infectado y tratado con Lepidium virginicum 0.004° + 0.20

Diferentes literales entre tratamientos son estadisticamente diferentes (p<0.05, Dunnett),

comparado contra el testigo negativo.
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Cuadro 6. Resultados promedio de las caracteristicas productivas de conejos infectados con 3x10° trofozoitos de Giardia

duodenalis.
Tratamiento 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. EEM
Testigo Testigo Infectado y Infectado y Infectado y Infectado y Infectado y
negativo  positivo tratado con tratado con tratado con tratado con tratado con
metronidazol Castilleja Geranium Justicia Lepidium
Variable tenuiflora mexicanum spicigera virginicum
Peso inicial
1.04° 1.11° 0.89° 0.96*° 1.03° 091° 1.09° 0.02
(kg)
Peso final (kg) 2.65° 2.76° 2.75° 2.55° 2.56° 2.57° 2.62° 0.05
Ganancia
diaria de peso 41° 42° 42° 38 ° 28 ° 372 30° 2
(2)
Consumo
diario de 118° 131° 131° 110° 114° 117 12 ° 28
alimento (g)
Conversion
alimentaria 3.05° 3.30° 2.96° 2.87° 3.12° 2.99° 3.19° 0.55
(kg: kg)

Diferentes literales entre tratamientos son estadisticamente diferentes (p<0.05, Dunnett), comparado contra el testigo negativo.
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Cuadro 7. Resultados promedio del rendimiento en canal de conejos infectados con 3x10° trofozoitos de Giardia duodenalis.

Grupo 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. EEM
Testigo Testigo Infectado y Infectado y Infectadoy  Infectadoy Infectado y
negativo  positivo tratado con tratado con tratado con tratado con tratado con
metronidazol Castilleja Geranium Justicia Lepidium
Componente tenuiflora mexicanum spicigera virginicum
Peso de la
canal 1.5 1.6 1.6 1.4 1.5 1.5 1.5 0.14
completa* (kg)
Rendimiento en
canal 59.1 60.9 58.3 58.3 60.4 58.7 59.2 2.41
completa* (%)
Cabeza (g) 133.3 132.0 127.3 127.5 129.2 118.7 115.0 13.69
Higado (g) 107.9 111.1 114.3 96.2 104.5 114.8 101.8 26.25
Rifiones (g) 20.2 20.4 17.4 17.0 20.8 18.3 20.8 3.56

No se encontro diferencia estadistica significativa entre tratamientos (P>0.05)
*Canal completa incluye higado, riflones y cabeza
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7.0 DISCUSION

Durante los primeros siete dias postinfeccion no se encontraron diferencias entre
tratamientos para los parametros productivos evaluados, con resultados similares a otros
estudios realizados en conejos (Cortez, Z., A., L., 2005; Morales, A., M., A., 2006; Neri, H.
A., 2007; Diosdado, E., M., L. 2011) por lo que puede inferirse que los mecanismos de
infeccion que posee el parasito no habian generado signos de enfermedad (Ankarklev et al.
2010) que vayan en detrimento de la productividad. Al mismo tiempo, coincide con la

dinamica de eliminacion del parasito en otras especies (Araujo et al., 2008).

En el cuadro 5, el andlisis factorial que contiene los resultados del componente principal,
mostré que al aumentar la cantidad de trofozoitos y quistes de Giardia duodenalis,
incrementaba la cantidad de heces, mientras que el consumo de alimento y la ganancia de
peso disminuian, siendo que el grupo infectado con Giardia duodenalis al que se le
administré agua destilada excretaba mayor cantidad de pardsitos y heces con relacion al
resto de los grupos. Esto puede explicarse debido a que la Giardiasis en los animales
ocasiona en ciertas circunstancias pérdida de peso y del apetito como resultado de episodios
de diarrea en donde los quistes son expulsados intermitentemente (Carvajal, O., K., et al.,
2007; Araujo, N., S. et al., 2008). Existen diversas teorias involucradas en los mecanismos
de infeccion, uno de ellos es la ventosa central que posee Giardia duodenalis para adherirse
a las células superficiales del intestino, donde se replica en las células del borde de cepillo,
por lo que disminuye la absorcion de nutrientes (Roxstrom- Lindquist et al., 2006; Payne,
P. y Artzer, M., 2009; Ankarklev et al., 2010; Cotton et al., 2011), lo que explicaria la

pérdida de peso en animales enfermos.

Algunos estudios realizados en otras especies confirman la efectividad antigiardia de los
extractos de Geranium mexicanum y Lepidium virginicum empleados en otro modelo
animal (Barbosa, C., R., E., 2007, Calzada, F. et al. 2005).

La dieta empleada en el presente experimento cumplié con los requerimientos minimos
para conejos en engorde (ASESCU 2005), por lo que se infiri6 que no tuvo efecto negativo

en los resultados, asi mismo, se realiz6 el mismo manejo y mediciones a los animales
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durante el experimento en el horario matutino para eliminar la variabilidad de resultados

por efecto del estrés.

Una caracteristica que diferencia a muchos mamiferos del conejo es que éste lleva a cabo la
cecotrofia, estrategia digestiva en la que reingieren parte del contenido alimenticio para
optimizar su aprovechamiento (Morales, A., M., A., 2006) por lo que es muy probable que

ocurra una reinfeccion con Giardia duodenalis.

Aunque se ha reportado la presencia de Giardia en conejos, no es una enfermedad comun
de la cual exista un gran acimulo de informacion (Porter et al., 1990; Lebbad et al., 2010;
Zhang et al., 2012), sin embargo, se ha estudiado su potencial zoondtico (Thompson, R.,

C., A. 2000).

Los resultados indicaron que existi6 efectividad en la disminucidon de quistes y trofozoitos
de Giardia duodenalis de todos los grupos que recibieron el tratamiento convencional y los
extractos vegetales al contrastar los resultados entre grupos con el testigo positivo al que se
le administro agua destilada, lo que representa un incentivo para continuar el estudio de
esas especies vegetales a profundidad (Barbosa, E., et al.,, 2007) y determinar la
confiabilidad en su empleo, aislar sus compuestos para tener mayor control sobre los
factores que intervienen en el comportamiento de las variables, estudiar dosis-respuesta,
realizar estudios de toxicidad, farmacocinética, farmacodinamia, entre otros (Wu, et al.,
2008; EMEA, 2006; CDER, 2004), asi como emplear técnicas diagnosticas adecuadas, con
alta especificidad y sensibilidad (Ahmed et al.2014).

Existen diversas técnicas para el diagndstico de Giardiasis que proveen de diferentes grados
de especificidad y sensibilidad, en la actualidad existen kits diagndsticos (IDEXX®) que
reducen el error en el diagndstico, generalmente las pruebas tradicionales para detectar
animales infectados muestran desventajas como el requerimiento de experiencia en la
realizacion de la prueba, la forma intermitente de liberacion del parasito, la viabilidad de
los trofozoitos y quistes en el medio, entre otros, estos factores son determinantes en el

diagnostico de falsos positivos. Durante este estudio se realizaron flotaciones seriadas con
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cloruro de sodio, sin embargo, ésta posee una especificidad del 48.3% (Carvajal et al.,
2007) por lo que presenta una confiabilidad baja. En cuanto al empleo de la cdmara de
Neubauer, si bien es un método barato, estd sujeto a diversas fuentes de error que deben

considerarse.

Las caracteristicas productivas tuvieron un comportamiento similar a lo reportado en
estudios previos (Cortez, Z., A., L., 2005; Morales, A., M., A., 2006; Neri, H. A., 2007;
Diosdado, E., M., L. 2011) en todos los tratamientos, excepto en el testigo positivo y en el
grupo infectado y tratado con metronidazol para la ganancia diaria de peso y el consumo
diario de alimento promedio. Ya que el pardsito posee diversos mecanismos para
desencadenar la enfermedad, pudiendo presentarse uno o varios a la vez (Roxstrom-
Lindquist et al., 2006; Payne, P. y Artzer, M., 2009; Ankarklev et al., 2010; Cotton et al.,
2011), la severidad de la infeccion es variable, es posible que en el caso del testigo positivo,
el organismo haya presentado mecanismos de defensa para autolimitar la enfermedad, y en
el caso del grupo tratado con metronidazol, la efectividad del medicamento haya generado
una diferencia positiva respecto al resto de los tratamientos respecto a las caracteristicas

productivas sefialadas previamente.

Existe poca informacion de giardiasis en animales silvestres y en conejos, por lo que es
importante emplear las herramientas diagnosticas adecuadas, asi como la nueva tecnologia
para la generacion de informacidon innovadora mas precisa. Se recomienda comenzar
ordenadamente el estudio, comenzando por estudios in Vitro y posteriormente in Vivo
(EMEA, 2006). Para obtener datos mas precisos, en estudios posteriores es conveniente
alojar un conejo por jaula, en el caso de las heces, la frecuencia de evacuacion, volumen o
peso es un indicativo de la severidad de la diarrea (Farthing, M., J., 2007), por lo que el

grado de hidratacion de las mismas es una variable a considerar.

En cuanto a los resultados promedio del rendimiento en canal, no mostraron diferencia
estadistica entre tratamientos, por lo que no hubo efecto a raiz de la infeccion experimental,

ni por los tratamientos administrados, los datos obtenidos son similares a los reportados por
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otros autores (Lambertini et al., 2006; Hassan et al., 2011; Peiretti et al., 2011; Trocino et
al., 2011; Margiienda, I. et al., 2012).

8.0 CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos bajo las condiciones experimentales empleadas se concluye:

1. Los extractos vegetales de Castilleja tenuiflora, Geranium mexicanum, Justicia spicigera
y Lepidium virginicum mostraron efecto contra Giardia duodenalis en conejos infectados

experimentalmente.

2. No hubo efecto sobre la ganancia de peso, consumo de alimento, conversion alimentaria
y rendimiento en canal por la administracion de los extractos etanolicos de Castilleja
tenuiflora, Geranium mexicanum, Justicia spicigera y Lepidium virginicum en conejos

infectados experimentalmente con trofozoitos de Giardia duodenalis.
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