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RESUMEN

CASTILLO COQUIS CARINA. Evaluacion de la eficacia
anticoccidiana del extracto de naringenina administrada a
gazapos infectados experimentalmente con coccidias del
género Eimeria spp (Bajo la direccion de la MVZ YAZMIN
ALCALA CANTO).

El presente trabajo evalia los efectos anticoccidianos del extracto de
naringenina, administrado via oral a gazapos con una infeccion experimental
con coccidias del género Eimeria spp. Se emplearon 24 gazapos de 21 dias de
edad destetados. Se formaron cuatro grupos de seis animales cada uno (n=6).
El grupo 1 fungié como testigo no tratado. Al grupo 2 se le administraron 25
mg/kg PV de extracto comercial de naringenina. El grupo 3 recibié 50 mg/kg PV
de extracto comercial de naringenina. Al grupo 4 se le administraron 100 mg/kg
PV de extracto comercial de naringenina. El dia cero se colectaron y se
analizaron las muestras fecales de cada individuo con el objetivo de conocer la
carga inicial parasitaria de Eimeria spp. Se colectaron muestras fecales de
todas las charolas de las jaulas donde se alojaron los gazapos cada siete dias,
en un intervalo de periodos de 7, 14, 21, 28, 35 y 42 dias. Las muestras
reunidas se llevaron al laboratorio para ser analizadas por las técnicas
coproparasitoscoépicas de flotacion y McMaster. Los gazapos tratados con el
extracto de naringenina presentaron una reduccion en la eliminacion de
ooquistes de Eimeria spp en las heces con respecto al grupo testigo. La
reduccion en la eliminacion de ooquistes de Eimeria spp en las heces fue del

98% a los 28 dias post-tratamiento con 100 mg/kg de naringenina en



comparacion con los animales no tratados. De acuerdo los resultados
obtenidos de este trabajo, se puede concluir, que éste extracto de origen
natural de naringenina puede formar parte de la dieta de los conejos y/o

gazapos, y con ello prevenir o controlar la coccidiosis intestinal.



INTRODUCCION

La cunicultura representa una alternativa alimenticia para las ciudades con
poblaciones en crecimiento. El alto grado de proteina que proporcionan los
productos derivados de este mamifero, permite ser una fuente idénea en la
dieta de la poblacién. El conejo como otros animales herbivoros, tiene la
facultad de utilizar las fibras vegetales y residuos de cosecha y de cocina,

transformandolos en productos valiosos como la carne.*

El conejo es un animal muy susceptible a padecer enfermedades de diversas
etiologias si no se encuentra en condiciones Optimas higiénico-ambientales-
alimenticias, debido a esto, en explotaciones intensivas se llega a presentar
hasta un 20 % de las pérdidas desde el nacimiento hasta el final de la engorda.
Algunos autores sefialan a las enfermedades digestivas como las de mayor
importancia, debido a las cuantiosas pérdidas econdémicas que llegan a
ocasionar al productor por conceptos de muerte, trastornos del crecimiento,

disminucién de peso y gastos de medicamentos.

Por lo tanto, uno de los problemas que mas inquietan a la cunicultura mexicana
es el control de los parasitos gastrointestinales; el presente trabajo expone una
alternativa para proporcionar el uso de un desparasitante de origen natural que
sera benéfico para evitar de forma organica y segura estas parasitosis
frecuentes en conejos; de esta manera se podra brindar al consumidor un
producto libre de residuos de medicamentos, que impligue un menor riesgo

para la salud del consumidor. *



Dentro de los parasitos intestinales que afectan al conejo se pueden encontrar

trematodos, cestodos, nematodos y protozoarios.?

Coccidiosis.

Los protozoarios reagrupan gran numero de familias entre ellas la Eimeriidae,
gue se caracteriza por un desarrollo independiente de los gametos macho y
hembra. Eimeria es un protozoario de ciclo directo con desarrollo

intraepitelial. 2>

Las coccidias son agentes patdgenos que provocan diarrea. La Eimeriosis o
Coccidiosis es una enfermedad parasitaria altamente especifica para el
huésped; en este caso, afecta principalmente a los intestinos del conejo
(coccidiosis intestinal), y al higado (coccidiosis hepética); dependiendo de
diversas circunstancias ambientales y de la susceptibilidad del animal afectado,
la coccidiosis puede tener diversas presentaciones: ser asintomatica, de

manifestacién moderada o causante de alta mortalidad. **

Las pérdida ocasionadas por esta enfermedad se deben estimar no solo por la
morbilidad y el descenso en la produccién de los animales parasitados, incluso
en su forma subclinica; sino también por la mortalidad que provoca y, en ultimo
término, por el decomiso de los higados en canales de conejos afectados por la
coccidiosis hepdtica, cuyas lesiones los hacen poco apropiados para el

consumo humano. 2°



La coccidiosis del conejo esta producida por protozoarios esporozoarios, es
decir, parasitos que carecen de cilios y flagelos y que tienen a la vez una
reproduccion sexual y asexual que involucra la formacion de una fase quistica

externa al huésped conocido como ooquiste u oocisto. °

Las coccidias del conejo forman parte del género Eimeria, es decir, que
comprenden cuatro esporocistos con dos esporozoitos. Las Eimerias son
parasitos de ciclo directo y tienen una especificidad muy activa frente a su
huésped. Por esto, el conejo no puede verse afectado por Eimerias que
afecten a otros huéspedes. Existen varias especies con localizacion y
patogenicidad variables, se han reportado por lo menos 12 especies parasitas
del conejo y 1 especie apatdgena. Solamente una especie de las parasitas se

localiza en el higado, y las otras 12 en intestino delgado e intestino grueso. **°



CUADRO 1
Eimerias causales de la coccidiosis en conejos.*

Especie de Patogenicidad Localizacién

Eimeria

E. coecicola Apatogena Intestino Delgado

E. exigua Leve fleon

E. flavescens Alta Ciego y colon

E. intestinalis Alta fleon y yeyuno

E. irresidua Alta fleon y yeyuno

E. magna Alta fleon y yeyuno

E. matsubayashii Leve Intestino delgado
y ciego

E. media Alta Yeyuno

E. nagpurensis Leve Intestino delgado

E. neoleleporis Alta Intestino delgado
y ciego

E. perforans Leve Duodeno

E. piriformis Moderada Colon

E. stiedae Alta Higado

Morfologia.

Las formas mas comunes de los ooquistes son las esféricas, sub esféricas,
ovoides o elipsoidales y varian de tamafio, generalmente miden entre 13 y 37
micras, segun la especie. La pared del ooquiste esta compuesta por dos capas
y generalmente es clara y trasparente con un contenido doble bien definido; sin

embargo en algunas especies puede ser de color amarillento, e incluso verde.



Otros individuos poseen estriaciones o0 puntuaciones. Ciertas especies
presentan un micrépilo en un extremo que frecuentemente es puntiagudo. Este
micropilo puede estar recubierto por un casquete y en ocasiones, suele
proyectarse de la pared quistica hacia el exterior una estructura llamada

casquete polar.>®



Cuadro 2
Caracteristicas morfolégicas de Eimeria spp en conejos. >’

Especie de Tamafio medio Forma Aspecto del
Eimeria del ooquiste ooquiste
esporulado esporulado
(micras)
E. coecicola 25X21 Ovoide Amarillo  pélido,
pared lisa vy
micropilo v
E. exigua 14 X 13 Subesférico Verdoso con
micropilo _
E. flavescens 30 X 18 Ovoide Liso con micropilo
pequeio ,
E. intestinalis 27 X 18 Elipsoide Amarillo claro con
micropilo
pequefio v
E. irresidua 38 X 26 Ovoide Liso, amarillo
palido y micropilo
muy visible v
E. magna 35X 24 Ovoide - elipsoide Amarillo obscuro
con micrépilo
prominente _
E. matsubayashii 27 X 18 Ovoide Pared lisa,
blanquecino y
micropilo _
E. media 31X18 Elipsoide Pared lisa,
rosado palido y
micropilo definido
E. nagpurensis 23X 13 De Barril Pared fina,
incoloro 'y sin
micropilo ,
E. neoleleporis 39X 20 Elipsoide Pared lisa,
alargado amarillento y
micropilo visible
E. perforans 21X 15 Elipsoide Pared lisa
ligeramente
rosada, no se
aprecia el
micropilo ,
E. piriformis 29X 18 Elipsoide con Pared lisa,
polos agudos amarillento
micropilo
destacado v
E. stiedae 37 X 20 Elipsoide Liso amarillo-
naranjado o]

salmén micropilo
visible.




La coccidiosis tiene una transmision oral-fecal, es decir, el animal adquiere la
infeccion al ingerir los ooquistes esporulados. El tiempo de esporulacion
depende de la especie de Eimeria y de las condiciones ambientales favorables

para que este proceso se lleve a cabo. ®

6. Pared del esporocisto

\
\t\
W

9. Esporozon D

10. Ndcleo del
esporozoito

11. Vacuols del esporozoito

Figura 1. Morfologia de Eimeria spp. ®



Ciclo biolégico.

El ciclo biologico de las coccidias dura de 4 a 14 dias dependiendo de la
especie de Eimeria y consta de 2 fases, una interna o enddégena en la que el
parasito se reproduce asexual y sexualmente y otra externa con una
reproduccién asexual o esporogonica. Se inicia el ciclo con la excrecion de los
ooquistes junto con las heces del conejo; la fase de ooquiste de un coccidio es
una forma de latencia para propagacion de la especie y como tal enormemente
resistente a la destruccidon por los elementos fisicos y quimicos, siendo la
desinfecciébn por via quimica ineficaz, Unicamente el calor seco con
temperatura mayor a 40 °C y un ambiente seco permiten destruir los

ooquistes.*101112

La fase enddégena comienza después de la ingestion de alimento contaminado
con ooquistes esporulados, la pared se desintegra en el estbmago del huésped
liberando 8 esporozoitos. La presencia de enzimas biliares y pancreéticas en la
porcion duodenal del intestino las estimula e invaden las células epiteliales
causando lesiones en el mismo. Dentro de la célula, el esporozoito se
transforma en trofozoito y al evolucionar da origen a un merozoito, éstos en
conjunto rompen la célula e invaden otras mas (hasta 5 veces). Durante la fase
sexual los merozoitos se diferencian en macrogametos y microgametos, cuya
union daré origen a un cigoto que una vez que se ha recubierto por la pared
externa se transforma en un ooquiste que es excretado con las heces, dando
lugar a la fase externa o esporogonica, en cualquiera de las especies que

afectan al conejo es de aproximadamente 48-72 horas en condiciones

10



favorables de temperatura (20 °C), humedad 100% ( medio acuoso) y
oxigenacion (300-400 mL de oxigeno) esporula y se desarrolla el estadio

infectante. 191314 |

Para que el ooquiste se pueda propagar y hacerse infectante, es preciso que el
esporoblasto se transforme y esporule para dar lugar a 4 esporocistos, cada
uno a su vez contiene 2 esporozoitos. Dicha transformacion se verifica fuera
del organismo siendo necesario para esta la coincidencia de tres factores:
humedad, calor y oxigeno, en un periodo aproximadamente de 24 horas en el
ambiente. Cuando un ooquiste infectante o esporulado es ingerido, al alcanzar
el intestino del conejo por digestion de las membranas libera los esporocistos y
posteriormente los esporozoitos, siendo estos los que, definitivamente

desencadenan el procesos infeccioso parasitario. > 23

En la coccidiosis hepatica el ciclo biolégico se caracteriza por que el
desenquistamiento tiene lugar en el intestino delgado, penetrando los
esporozoitos en la mucosa intestinal, desde donde pasan a través del sistema
portahepético al higado penetrando en las células epiteliales de los conductos
biliares. La fase del desarrollo es en esta localizacion a los cinco o seis dias
post infeccion. No se sabe con exactitud el nimero de generaciones asexuadas

que tienen lugar. Los ooquistes se eliminan con las heces de los conejos.®

11



Si las heces se retiran de las jaulas todos los dias, se reduce el riesgo de una
reinfeccién, lo que permite controlar gradualmente la enfermedad en la
explotacion. Por otra parte se ha comprobado que la ingestion de un soélo
ooquiste puede dar lugar a 26 millones de coccidias, de manera que la
posibilidad de controlar totalmente la enfermedad sé6lo es a base de medidas

de bioseguridad y control quimioterapéutico preventivo o durante un brote. *

Patogenia y lesiones.

Las manifestaciones patolégicas de las coccidiosis del conejo dependen de la
extension e intensidad de las lesiones que produzcan los esquizontes al
parasitar a nuevas células provocando su destruccién. Cuanta mayor cantidad
de ooquistes esporulados penetren por via oral, mayores y mas rapidos seran
los efectos patoldgicos e inversamente, cuanta menor proteccion tengan las
células susceptibles de ser parasitadas, mas grave sera la coccidiosis. La
gravedad de la enfermedad también depende de la edad de los animales
afectados, siendo mas susceptibles los gazapos. En la coccidiosis intestinal no
existen lesiones patognomonicas. En la coccidiosis hepatica existe
hepatomegalia con nodulos blanco amarillentos (causados por la reproduccion
esquizogonia, que da origen a los merozoitos) los cuales al ser seccionados
expulsas un liquido cremoso amarillo verdoso. La ruptura de los conductos

biliares se considera un signo patognoménico.****

12



Diagnadstico.

El diagnostico de la coccidiosis se puede hacer en el laboratorio mediante
estudios coprologicos y ademas pueden examinarse los o6rganos a la
necropsia. Es recomendable cuantificar la carga parasitaria e identificar la o las
especies presentes mediante el uso de claves taxonOmicas para poder

conocer el grado de patogenicidad de la infeccion. *®*°

Para los estudios coproparasitoscopicos, es preferible examinar las heces
durante varios dias. El diagnéstico definitivo debe obtenerse por un estudio
histopatoldgico. En la coccidiosis hepatica el diagndstico se puede basar en la

observacion de las lesiones a la necropsia.®®*?

Tratamiento y Control.

Para el tratamiento de esta enfermedad, pueden emplearse farmacos con
actividad anticoccidiana; los cuales se administran en el alimento o el agua de

beb|da 6,13,14,15

Los medicamentos anticoccidianos han sido empleados en el tratamiento de

animales enfermos o como preventivos o profilacticos. Sin embargo, la

13



aparicion de residuos por el mal uso y abusos de estos, han llevado a estos
farmacos a que su uso sea restringido, debido a su potencial para producir

efectos adversos en el ser humano.'**>1®

Los medicamentos mas empleados son los nitrofuranos y las sulfamidas. Cabe
mencionar que las sulfonamidas son mas eficaces terapéuticamente, sin
embargo, han caido en desuso en vista de su toxicidad especialmente para los
conejos lactantes y las hembras gestantes. Los tratamientos a base de
nitrofuranos administrados por via oral han disminuido en animales que estan

destinados al consumo humano, debido a su toxicidad.®>16

La coccidiosis se puede controlar aplicando medidas de bioseguridad como
limpieza frecuente en la granja, continua eliminacion de excretas, el evitar la
humedad en las camas, uso de jaulas con piso de rejilla, utilizacion de
comederos y bebederos elevados en los que no ingresen los ooquistes y
control de las situaciones estresantes en los animales. Cabe sefalar que a la
fecha no se ha producido comercialmente una vacuna contra la coccidiosis en

conejos.>®

14



Alternativas naturales para el control de la coccidiosis en

conejos.

Ante el panorama antes descrito, la comunidad cientifica ha emprendido una
busqueda intensa de nuevas agentes anticoccidianos, cuyo origen sea a partir
de productos naturales. Se ha reportado el uso de algunos suplementos de
origen natural que actian estimulando los mecanismos especificos de defensa
del huésped para poder reducir o eventualmente prevenir eficazmente esta

parasitosis.'>*®

Etnofarmacologia

Se estima que existen alrededor de 250,000 a 500,000 especies de plantas en
la Tierra. Un porcentaje relativamente bajo (1-10%) han sido utilizadas como
alimento tanto por humanos como por animales. Actualmente la
etnofarmacologia o etnobotanica, disciplina que tiene como objetivo utilizar el
conocimiento adquirido por comunidades indigenas o nativas sobre las plantas,
ha surgido como una alternativa contra las practicas medicinales invasivas y
toxicas, ya que el uso excesivo de productos quimicos puede ser peligroso y no

efectivo. ¥

15



La ciencia esta volviéndose altamente receptiva al uso de antimicrobianos,
antiparasitarios y otros productos derivados de plantas, debido a que el uso de
tratamientos tradicionales sintéticos esta siendo poco efectivo en virtud de la
presentacion de resistencias ocasionadas muchas veces por el mal uso y

abuso de los mismos.**

Algunos extractos naturales que podemos citar son los obtenidos de las
plantas Artemisia annua y Sophora flavescens aiton; ambas se han empleado
como aditivos en la racion de animales en Asia, observandose una eficaz
actividad anticoccidiana, reduccion en las lesiones intestinales, manteniendo la

ganancia de peso de los animales y reduciendo la produccién de ooquistes.*®

Otro extracto natural que ha merecido especial atenciéon debido a sus
saludables beneficios brindados desde tiempos ancestrales es el té verde, una
bebida popular procedente de la planta llamada Camelia sinensis.***° Esta
planta contiene multiples compuestos fendlicos, denominados catecinas, que
son conocidos por sus propiedades antitumorales, antiflamatoria, antioxidante,

antiproliferativa, antibacteriana, antiviral y antiparasitaria.>*’

Todas las propiedades curativas que podemos encontrar en las diversas
plantas, son atribuibles a las sustancias de las cuales se componen, 0 que son
capaces de sintetizar; algunas de ellas son sustancias aromaticas, la mayoria

de las cuales son fenoles o sus derivados con el oxigeno sustituido. En muchos

16



casos, estas sustancias sirven como mecanismos de defensa de las plantas
contra la depredacion por microorganismos, insectos y herbivoros. Algunos,
tales como los terpenoides, les confieren su olor, otros como las quinonas y
taninos son responsables del pigmento de las plantas y otras intervienen en

rutas metabdlicas como los flavonoides. >’

Los flavonoides denotan a un grupo muy amplio de compuestos polifendlicos
gue poseen una estructura comun benzo-y-pirona. Los cuales se encuentran
ampliamente distribuidos en el reino vegetal, y se encuentran en forma
universal en las plantas vasculares en forma de glicésidos. Son unos de los
compuestos mas importantes presentes en los vegetales, especialmente en los
del género Citrus. Se han identificado més de 8,000 compuestos con una

estructura flavonoide. *’

Existen cuatro tipos de flavonoides (flavanonas, flavonas, flavonoles vy
antocianinas) en Citrus. En este género, las flavanonas se acumulan en mayor
cantidad que las flavonas. La concentracion de estos compuestos depende de
la edad de la planta y los niveles mas elevados se detectan en los tejidos que
tienen divisiones celulares marcadas. Gran parte de la actividad de los
flavonoides tiene lugar sobre las células endoteliales, por lo que gran parte de
la investigacion que se ha realizado sobre las flavanonas de Citrus ha sido

estudiando su actividad sobre la inflamacion. *’

17



En estudios in vitro se ha demostrado la capacidad que tienen los flavonoides
para captar los radicales libres y por ende, ayudar en eventos degenerativos

que involucran radicales de oxigeno.*"*8

En los ultimos afios se ha sustentado la idea de que ciertos flavonoides son
moduladores de la expresion de genes pro-inflamatorios, favoreciendo la
atenuacion de la respuesta inflamatoria. Asimismo, se ha comprobado la
actividad de los flavonoides como antiprotozoarios, principalmente contra

Trypanosoma spp, Cryptosporidium parvum, Plasmodium falciparum. *°%

Existen estudios epidemioldgicos que indican que el consumo regular de frutos
Citrus esta asociado con una reduccion en el riesgo de padecer enfermedades
cardiacas coronarias, patologias inflamatorias y progresion de tumores. Los
flavonoides de Citrus inhiben eventos clave en el proceso angiogénico, tales

como la proliferacién y migracién de células endoteliales. **

Otra actividad de los flavonoides es la de proteger las neuronas contra el dafio
inducido por neurotoxinas. Existe un amplio rango de flavonoides, entre los que
se mencionan la naringenina, hesperedina, catequina, epicatequina, cianidina,

wogonina, bacaleina, quercetina, genisteina y pelargonidina. %*

18



Extracto de naringenina.

La naringenina (4',5,7-trihidroxiflavanona) es una flavanona que se obtiene a
partir de la naringina natural, es obtenida mediante el proceso de hidrolisis
acida. Es un compuesto incoloro o ligeramente amarillo. Se obtiene de la
corteza de los frutos citricos; tiene un rango amplio de actividades
farmacologicas y nutricionales. Recientes estudios sugieren que la naringenina
podria tener un efecto beneficioso en casos de pacientes con fibrosis pulmonar;
ademas su actividad antifibrogénica, se le ha asociado con la supresion de las

metéastasis en diversos tipos de cancer. 192!

La naringenina esta presente en las céscaras de las naranjas y toronjas
principalmente y tiene un potencial mayor para ingresar a la célula que otros
flavonoides, lo que contribuye a su mayor actividad anti-inflamatoria con

respecto a los otros compuestos con dosis menores. %%

Es importante sefialar que la naringenina se ha encontrado en el cerebro
después de la ingestiéon oral, por lo que ejerce potencialmente acciones anti-
neuroinflamatorias in vivo y combate las enfermedades neurodegenerativas. %
Otra de sus propiedades es ejerce su efecto anti-inflamatorio mediante la

inhibicion de la produccién de 6xido nitrico y prostaglandina E,, %223

Esta flavanona también normaliza los factores de coagulacion sanguinea tales
como el tiempo de protrombina, concentracion de fibrindgeno y niumeros de

plaquetas provocadas por infecciones.
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OBJETIVO

Evaluar la eficacia anticoccidiana del extracto de naringenina en gazapos
infectados experimentalmente con coccidias del género Eimeria spp, para su

tratamiento.
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HIPOTESIS

Es posible tratar la coccidiosis de los gazapos con productos de origen natural.
La actividad de la naringenina interfiere con el ciclo biolégico de Eimeria spp y
por consiguiente reduce la excrecién de ooquistes en las heces de los gazapos

y adultos.
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JUSTIFICACION

Los animales que estan infectados con coccidiosis pueden no manifestar
signos clinicos, desarrollandose de manera cronica lo que hace que los
animales toleren la enfermedad y se presente una coccidiosis subclinica. Esta
parasitosis tiende a una infeccion masiva en conejos adultos y generalmente
se manifiesta en forma aguda, principalmente en gazapos que aunado a la
situacion de estrés pos-destete, son mas susceptibles a infectarse. La
importancia que tiene esta parasitosis se basa en que existe una
contaminacion continua del ambiente del animal y por lo tanto los gazapos
pueden presentar retrasos en el crecimiento, en la conversién alimenticia y

presentar predisposicion a otras infecciones.

Asimismo, cuando se manifiestan los signos clinicos, el costo de los
tratamientos suele ser considerable para la produccion de conejo. Proporcionar
una alternativa para la reduccion de estos costos es posible mediante la
utilizacion de extractos de origen vegetal, como antiparasitarios. Generalmente
se asume que el empleo de plantas medicinales es seguro y eficaz, ya que se
ha utilizado durante muchos afios por diversas culturas. Sin embargo, a pesar
del conocido uso de estos productos naturales, se requiere llevar a cabo
investigacibn mas exhaustiva para conocer el potencial que tienen sobre
enfermedades que poseen un impacto sanitario y econémico significativo en
conejos. Adicionalmente, la tendencia a consumir alimentos naturales que no
dafien la salud humana ha llevado a producir alimentos organicos libres de

residuos de farmacos de sintesis quimica en tejidos y fluidos animales, asi
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como la preocupacion por el uso de productos biodegradables que no generen
resistencias antiparasitarias ha alentado el estudio de compuestos alternativos
para el control de enfermedades provocadas por agentes infecciosos. Por lo
tanto, se sugiere estudiar el efecto de la flavanona naringenina a fin de conocer

si este producto interfiere con el ciclo biolégico de Eimeria spp.
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MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se llevé a cabo en su parte de campo en una produccion
Cunicola particular situado en la Delegacion lztacalco, (la Delegacién se
localizada en el Distrito Federal, limita al norte con la delegacion Venustiano
Carranza y Cuauhtémoc, al poniente con Benito Juarez, al sur con Iztapalapa y
al oriente con el municipio de Nezahualcéyotl en el Estado de México). La
produccion se ubica en la zona centro-oriente de la delegacion. La zona
comprende un clima semi-seco templado con lluvias en verano, con un
promedio de lluvia anual no mayor a los 600 mm. Es una zona completamente
urbanizada. La produccion cuenta con instalaciones tecnificadas, en el cual
cada hembra y macho estan en una jaula individual en una distribucién en Flat-
deck. En ésta produccién se lleva un control de las montas, nacimientos,
partos, engordas y se programan todas las actividades a realizar (diarias y/o
por ciclo). El lugar cuenta con los servicios de agua potable, drenaje e
instalacién eléctrica. No se localizan otras producciones cercanas ni
depredadores. Las razas de conejos con los que se trabaja son Nueva Zelanda
variedad blanco, Chinchilla y algunos conejos criollos. El equipo empleado lo
comprenden jaulas tipo americano de varilla de acero galvanizado con
bebederos de botella invertida, internos de lamina galvanizada con capacidad
de 2 L y comederos internos de lamina galvanizada tipo tolva con capacidad
aproximada de 2 Kg; cada jaula posee charolas colectoras de excretas. El
equipo accesorio de la produccion lo conforman nidales, bascula, cepo para

manejo, etc. La limpieza se realiza de manera diaria.
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Las técnicas parasitologicas y el procesamiento de los resultados se realizaron
en el Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia de la UNAM.

Extracto de naringenina (Citrus medica)

La naringenina con una pureza superior al 95% se adquirido del laboratorio

(Sigma-Aldrich, Estado de México) como una solucién acuosa.

Animales

Se utilizaron 24 gazapos de 21 dias de edad destetados (destete temprano) de
la raza Nueva Zelanda variedad blanco, con un peso promedio de 380 gramos.
Se incluyeron hembras y machos. Los gazapos estuvieron alojados en grupos
de 6 animales, en jaulas tipo americano (60 cm de ancho X 90 cm de largo X
40 cm alto) con charola colectora de heces. Los animales fueron identificados
y distribuidos al azar en las jaulas, (unidades experimentales). Previo al
experimento se confirmé mediante un andlisis coprologico que los 24 gazapos
no estuvieran parasitados, para poder ser infectados experimentalmente con
ooquistes de Eimeria spp. Los ooquistes de Eimeria spp que se emplearon
para la infeccion experimental se obtuvieron de muestras fecales colectadas de
conejos infectados naturalmente; las muestras después de ser reunidas se
homogenizaron, se incubaron en solucion de Dicromato de Potasio al 2% en un
periodo de 12 dias/ 27°C/ oxigenacién diaria. Esporulados los ooquistes se

lavaron con solucion salina amortiguada por fosfatos (PBS) y se inocularon via
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oral a una dosis 7.5 X 10° ooquistes esporulados de Eimeria spp a los 24
gazapos de 21 dias de edad destetados. Al sexto dia post-inoculacion se
colectaron las muestras fecales y mediante técnicas coproparasitoscopicas se
confirmd que los gazapos estuvieran infectados con Eimeria spp. Los animales
presentaron cargas parasitarias superiores a 300 ooquistes por gramo de

heces (opg) con una consistencia fecal semisélida.

Durante el estudio los gazapos se mantuvieron bajo supervision constante. Se
proporcion6 agua ad libitum. Como alimento se proporcioné Nutro Line
alimento balanceado para conejos libre de coccidiostatos; el analisis

garantizado es:

Proteina: 18.00 % Min.
Grasa: 2.00 % Min.
Fibra: 12.00 % Max.
Cenizas: 9.00 %. Max.
Humedad: 13.00 % Max.

E.L.N. 46.00 %
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Disefio experimental

Se formaron aleatoriamente cuatro grupos experimentales con 6 animales cada

uno:

GRUPO 1: Testigo no tratado.

GRUPO 2: Tratado con 25 mg/kg PV?*de extracto comercial de naringenina.
GRUPO 3: Tratado con 50 mg/kg PV de extracto comercial de naringenina.
GRUPO 4: Tratado con 100 mg/kg PV de extracto comercial de naringenina.

A los gazapos se les administré el extracto acuoso de naringenina por via oral

utilizando una jeringa sin aguja diariamente durante 42 dias.

Se realiz6 la obtencién de muestras fecales y examenes coprolégicos a los 0,

7,14, 21, 28, 35y 42 dias posteriores a la dosificacion.

Muestras fecales

Una vez formados los lotes se tomaron muestras de heces individuales recién
depuestas en las charolas recolectoras de las jaulas y se depositaron en bolsas

de polietileno. Las muestras se identificaron por grupos (1,2,3,4) y se

conservaron en refrigeracion hasta su procesamiento en el laboratorio.
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Procesamiento de las muestras

Las muestras colectadas fueron procesadas mediante la técnica de flotacion y
de McMaster® para la cuantificaciéon de ooquistes por gramo de heces. Para la
identificacion de especies se realiz6 la esporulacion de los ooquistes colocando

el concentrado obtenido en dicromato de potasio al 2%, cultivados en un

periodo de 12 dias/27°C/oxigenacion diaria.?*%°

Finalmente se llevd a cabo la identificacion de ooquistes tomando en
consideracion su diametro longitudinal y ancho, forma, coloracion, aspecto de

Su cubierta y presencia de micrépilo, entre otras caracteristicas.

Analisis de los Resultados

La eficacia se determiné con base en la presencia de ooquistes por gramo de

heces presentes en el grupo tratado con respecto al grupo testigo de acuerdo

con la férmula descrita por Holdsworth et al.?’

E= XC-XT x100
XC
E = Porcentaje de efectividad
XC = Promedio de ooquistes por gramo de heces en el grupo testigo

XT = Promedio de ooquistes por gramo de heces en el grupo tratado
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Analisis de datos

El disefio del experimento corresponde a un disefio de un solo factor con cuatro
niveles completamente aleatorizado y con observaciones repetidas en el
tiempo. Se realizé un andlisis de varianza multivariado (MANOVA) para
observaciones repetidas. El conteo de ooquistes se transform6é a logaritmo
natural (es el logaritmo base 10 que se emplea para distribuir de manera

normal, en este caso la carga parasitaria); previamente al analisis.
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RESULTADOS

Con la finalidad de conocer si la naringenina ejerce una actividad
anticoccidiana, se efectud la evaluacion parasitologica en cuatro grupos de
gazapos infectados naturalmente con coccidias del género Eimeria spp. Se
verifico que los animales cumplian los criterios para ser incluidos en el estudio
al no haber recibido tratamientos antiparasitarios previos al experimento.
Asimismo, se eligieron los gazapos que después de ser infectados
experimentalmente resultaron positivos a coccidiosis y tuvieron una eliminacion

igual o mayor a 300 ooquistes por gramo (opg) de heces.

Las especies de Eimeria identificadas a través de la induccion de su
esporulacién con dicromato de potasio al 2% en condiciones de laboratorio se

muestran en el Cuadro 3.

Cuadro 3
Porcentaje de especies de Eimeria identificado.
Especie de Eimeria Porcentaje(%)
E. perforans 28
E. coecicola 26
E. magna 19
E. intestinalis 16

E. irresidua 11
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Cuantificacion de ooquistes

Del analisis de varianza multivariado resulté significativa la interaccion tiempo
por tratamiento (p<0.001), lo que significa, que el nimero de ooquistes por
gramo de heces (OPG) para cada tratamiento no tiene un comportamiento

homogéneo a través del tiempo.

Como consecuencia del resultado anterior, se realizaron analisis univariados
(ANOVA) de un sdlo factor con cuatro niveles para cada tiempo. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05) en el
logaritmo promedio del numero de OPG (ooquistes por gramo) entre
tratamientos a partir del dia 21. Del dia 21 al dia 35 se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p< 0.05) en el logaritmo promedio del nUmero
de OPG (ooquistes por gramo) en los gazapos, entre el grupo control y los
gazapos tratados con 25 mg/kg PV de extracto comercial de naringenina con
los grupos que recibieron 50 mg/kg y 100 mg/kg de PV de extracto comercial
de naringenina. A los 42 dias se observd que los tres grupos tratados son
significativamente diferentes respecto al grupo control. Las diferencias
encontradas entre tratamientos se muestran para cada tiempo en los cuadros
2, 3,4y 5 yenlaFigura 2. La Figura 3 muestra los porcentajes de eficacia
anticoccidiana por dosis probada. La mayor eficacia (97.92%) se presentd con

la dosis de 100 mg/kg a los 28 dias después de la administracion.
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Cuadro 4

Media * Error estandar de eliminacion de ooquistes de Eimeria

spp- del dia 21 al dia 35 post-tratamiento

Dia 21 Dia 28 Dia 35 Dia 42
Testigos 6.65+0.21"  6.49+0.20"  6.26+0.25" 6.29+0.21 7
25 mg/kg 6.56+0.26"  6.21+0.40"  554+0.25"  4.30+0.24"
50 mg/kg 4.95+0.22®%  4.25+0.23%  4.18+0.24®  3.91+0.23°
100 mg/kg 4.14+0.47®%  3.92+0.35%  3.64+0.36°%  3.54+0.35°

Literales diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
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Figura 2. Disminucién en la excrecién de ooquistes por gramo de heces
de Eimeria spp. después de la administraciéon de tres dosis de

naringenina.
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Figura 3. Eficacia anticoccidiana de la naringenina aplicada a los gazapos.
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DISCUSION

La coccidiosis, enfermedad infecciosa parasitaria; emplea para su control y
tratamiento en conejos principalmente productos comerciales conocidos como
coccidicidas o coccidiostatos.?® Los cuales generalmente en la cunicultura del
pais se adicionan al alimento o al agua de bebida. Esta practica de manejo
puede ser muy util siempre y cuando el lugar de alojamiento del animal no
permita el desarrollo de las fases evolutivas del parasito, ya que de lo contario

se provocaria una resistencia por parte del parasito al producto empleado.? %

Por otro lado la actual demanda de productos de origen animal libres de
residuos dafinos para la salud publica, exige una creciente produccion
pecuaria de tipo organico; es decir, la produccion de conejos para engorda
donde se respeten las caracteristicas etologicas y fisiologicas de este y se evite
administrar a estos algin tipo de producto quimico.?®?® Asimismo, los residuos
farmacoldgicos en los productos alimenticios pueden ser potencialmente

toxicos para los consumidores.*

De acuerdo a la creciente demanda de activos con potencial antiparasitarios
derivados de extractos de plantas; en el presente estudio se determiné el
efecto antiparasitario de un extracto comercial de naringenina administrado
oralmente a gazapos con una infeccion experimental con coccidias del género
Eimeria spp; con el objeto de conocer su eficacia para permitir recomendar su
inclusion en el alimento de los conejos, como una alternativa para el control de

la coccidiosis.
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En base al andlisis de los resultados obtenidos se demostré que los gazapos
de los grupos 2, 3, 4; tratados con un extracto comercial de naringenina
presentaron una reduccion significativa en la excrecion de ooquistes fecales
(p<0.05) a partir de los 21 dias post- tratamiento, en contraste con el grupo
testigo. Se observo que los gazapos del grupo 3 tratados con una dosis de 100
mg/kg PV de extracto comercial de naringenina presentaron una mayor
reduccion en la eliminacién de ooquistes a partir del dia 21 post-tratamiento,
con respecto al grupo testigo y a los grupos 2 y 4. Lo cual nos indica que el
extracto de naringenina tiene un efecto toxico sobre el parasito, al afectar su

supervivencia y crecimiento.

Por el momento, no se cuenta con estudios cientificos realizados que den
informacion confiable de la eficacia anticoccidiana en conejos de este extracto
de naringenina, bajo las condiciones del presente estudio. Sin embargo se
piensa que las propiedades antioxidantes del extracto de naringenina
interfieren directamente con los radicales libres y por consiguiente restauran el
equilibrio de los oxidantes/antioxidantes para atenuar las lesiones causadas por

Eimeria spp.3*3!

La actividad antioxidante de la naringengina coincide con estudios previamente
documentados, los cuales sefalan que la naringenina es rica en grupos
hidroxilo (OH) que proporcionan atomos de hidrégeno a los radicales libres
para bloquear la reaccion en cadena de oxidacion. Asimismo, se ha afirmado
gue la naringenina debe sus caracteristicas antioxidantes a la presencia de

anillos fendlicos que actian como trampas de electrones al “recoger” los

36



peroxiradicales y aniones superoxido. ElI uso de antioxidantes como
alternativas anticoccidianas se vislumbra como una propuesta viable para el

control de esta parasitosis. *%*%
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Conclusion

El extracto de naringenina a una dosis de 100 mg/Kg ejerce una eficacia
superior al 97% para el control y/o prevencién de la coccidiosis provocada por
Eimeria spp en gazapos. Este extracto de origen natural puede formar parte de
la dieta de los conejos y/o gazapos, y con ello prevenir o controlar la coccidiosis

intestinal.
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