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RESUMEN

PEREZ FONSECA AGUSTIN. Evaluacion de la eficacia anticoccidiana de los
extractos de curcumina y naringenina administrados a borregos infectados
naturalmente con coccidias del género Eimeria spp. (Bajo la direcciéon de la
MVZ Yazmin Alcala Canto y el MVZ Aldo Bruno Alberti Navarro)

En este trabajo se evaluaron los efectos anticoccidianos de la curcumina y la
naringenina administrados oralmente a ovinos con una infeccidbn natural con
coccidias del género Eimeria spp. Dieciocho ovinos fueron asignados a tres
grupos (n=6). El grupo A fungié como testigo no tratado. El grupo B recibié 30
mg/kg de curcumina y el grupo C 4 mg/kg de naringenina. Se obtuvieron muestras
fecales de todos los ovinos cada siete dias durante tres semanas y se examinaron
mediante las técnicas de flotacion y McMaster. Los ovinos tratados con curcumina
presentaron una reduccion significativa en la excrecidbn de ooquistes fecales
(p<0.01) a los 14 (82.28%) y 21 (98.14%) dias post-tratamiento en relacion con el
grupo testigo. Del mismo modo, la reducciéon en la eliminacion de ooquistes de
Eimeria en las heces fue de 98.14% en el grupo que ingirié6 naringenina a los 21
dias post-tratamiento en contraste con los testigos no tratados. Los resultados
permiten sugerir el desarrollo de mas estudios in vivo e in vitro para recomendar la
inclusion de estos compuestos naturales como parte de la dieta de los ovinos a fin

de prevenir o controlar enfermedades intestinales como la coccidiosis.



Introduccion

Los agentes causales de la eimeriosis 0 coccidiosis en rumiantes son organismos
qgue se desarrollan dentro de las células intestinales de los huéspedes. Debido a
que el desarrollo intracelular provoca la destruccion de las células en las que se
multiplican se les considera parasitos, aunque no lleguen a provocar la
enfermedad. La mayoria de las especies que infectan rumiantes no provocan
signos, a pesar de que se encuentren en cantidades elevadas cuando se realizan
analisis diagndsticos estandar. Consecuentemente, es importante diferenciar las
especies patdégenas de las de menor importancia clinica (1). Los organismos
causales de la coccidiosis en rumiantes se agrupan taxondmicamente dentro del
género Eimeria, perteneciente a la familia Eimeriidae del phylum Apicomplexa. En
general, todas las especies de Eimeria que infectan rumiantes completan su
desarrollo y reproduccion en el tracto digestivo de huéspedes especificos y
genéticamente compatibles (2). Las especies de Eimeria que comunmente
infectan rumiantes son: E. bovis, E. auburnensis, E. alabamensis, E. zuernii, E.
ellipsoidalis en bovinos; E. faurei, E. intrincata, E. ahsata, E. ovina, E. crandallis, E.
ovinoidalis en ovinos; asi como E. arloingi, E. ninakohlyakimovae y E. caprina en
caprinos (3).

Ciclo Biolégico

Las especies de Eimeria en rumiantes se desarrollan mediante un ciclo bioldgico
directo de 3 estadios. Dentro de las células intestinales del huésped se desarrollan
dos fases gue se conocen como esquizogonia O merogonia y gamogonia o

gametogonia. El tercer estadio, la esporogonia se lleva a cabo fuera del cuerpo del



huésped en un ooquiste que protege a los esporozoitos enquistados e infecciosos
de las condiciones ambientales letales (4). La merogonia involucra dos o mas
ciclos en los que los merozoitos se reproducen por fision multiple. Después de la
maduracion de los merontes, la célula parasitada del huésped se rompe y libera
los merozoitos que penetran a otras células y el ciclo se repite o progresa hacia
gamogonia. La gamogonia es el estadio sexual del desarrollo y la fase terminal en
el huésped. El merozoito entra a las células y produce macrogamontes o
microgamontes que maduran a macrogametos y microgametos, respectivamente.
Se fertiliza el macrogameto y produce un cigoto, alrededor del cual se forma una
pared quistica y se conoce como ooquiste, el cual se excreta del huésped con la
materia fecal. La esporogonia consiste en la maduracion del ooquiste al exponerse
a temperatura, oxigeno y humedad favorables. El ooquiste esporulado e infeccioso
contiene 4 esporoquistes que en el interior presentan cada uno 2 esporozoitos. La
infeccion del huésped comienza cuando las heces que contienen ooquistes
infecciosos son ingeridas con agua o alimento contaminados. Se liberan los
esporozoitos y se inicia la fase asexual del desarrollo. El ciclo biolégico completo
dura aproximadamente de 14 a 21 dias, dependiendo de la especie de Eimeria y
del huésped (5).

Patogeniay lesiones

La severidad de la infecciébn por Eimeria en rumiantes depende de dos factores
importantes: los parasitos como tales y la reaccion del huésped hacia ellos. Ambos
causan cambios estructurales que reducen la funcion de los 6rganos afectados y
desencadenan una serie de cambios fisioldgicos, tales como hiperplasia, pérdida

de la superficie celular, pérdida de células de la cripta intestinal, reduccion de la



absorcion de nutrientes, ruptura de los vasos sanguineos, diarrea, deshidrataciéon
y en ocasiones la muerte, dependiendo del estado fisiolégico e inmunoldgico del
huésped (6, 7).

Signos clinicos

Se ha establecido que E. ovina puede ser muy patégena (3), aunque hay especies
gue se consideran practicamente inofensivas, entre ellas, E. parva (7). Los brotes
de coccidiosis generalmente son agudos y se caracterizan por una morbilidad
moderada y baja mortalidad. Se observa una diarrea acuosa verde o amarillenta
con olor fétido y ocasionalmente con sangre (8). Los animales muestran dolor
abdominal, anemia macrocitica hipocromica, pérdida del apetito, deshidratacion,
tenesmo, debilidad y pérdida de peso. La depresion, inactividad y recumbencia
también son evidentes. La eimeriosis puede presentarse junto con miasis, diarrea
bacteriana y septicemia. Los animales recién nacidos son relativamente
resistentes a la infeccién y su susceptibilidad se incrementa a las cuatro semanas
de edad por la condicion de estrés que desarrollan los animales al ser destetados,
pues esto tiene un efecto depresor sobre la respuesta inmune que debe ser
considerada en la presentacion de enfermedades en el periodo de adaptacion (9).

Diagnoéstico

Los animales jovenes que comienzan a mostrar signos como diarrea, anemia,
deshidratacion, debilidad, anorexia y emaciacion deben ser examinados para
diagnosticar eimeriosis. EI examen microscopico de las heces es el método de
diagnostico mas efectivo desde el punto de vista costo-beneficio, asi como el mas
sencillo y directo, aunque también se han desarrollado meétodos serolégicos

analiticos mediante inmunoensayos (3, 10). El andlisis fecal habitual involucra la



concentracion de los ooquistes de las heces mediante el método de flotacion con
azucar o sal, seguido de la identificacion de las especies mediante la
diferenciacion microscopica de los ooquistes concentrados. La cuantificacion de la
carga parasitaria puede realizarse mediante el conteo de ooquistes en la camara
de McMaster (11, 12). Las descargas diarreicas, generalmente sin sangre,
causadas por virus, bacterias u otras etiologias a veces contienen ooquistes en
cantidades moderadas o elevadas de especies no patégenas de Eimeria. En estas
situaciones, la identificacién de las coccidias en especimenes fecales es esencial
para un diagnéstico exacto del problema clinico que podria no estar relacionado
con los protozoarios (13). Los ooquistes son mas numerosos durante el periodo
temprano de patencia (inicio de excrecién de ooquistes) y permanecen elevados
durante 3 a 7 dias, después de los cuales se completa el ciclo endégeno y las
cuentas de ooquistes fecales caen a cero (14). Se sugiere que las heces deben
ser colectadas de los animales al inicio de la fase diarreica, en lugar de una
semana o dos después del inicio de la fase clinica (8). Si el huésped sobrevive a la
infeccién clinica y comienza a recuperarse, las infecciones subclinicas no
comenzaran hasta semanas o meses después. (5). Ocasionalmente, no llegan a
encontrarse ooquistes en animales con infecciones patentes. En estos casos el
tejido excretado y los fragmentos de fibrina deben examinarse en himedo a través
de microscopia fotonica, o bien, deben revisarse los raspados tisulares de la

mucosa intestinal de un animal muerto (5).



Epidemiologia

Para que la coccidiosis se presente se requieren, obligadamente, tres factores:

a. Que exista una humedad relativa elevada. Se necesita alrededor de un 75% de
humedad relativa microambiental que favorezca la supervivencia y maduracion del
protozoario. La coccidiosis es mas frecuente en la época de lluvias dada la alta
humedad prevaleciente.

b. La presencia de fases infectantes del protozoario (ooquistes maduros). El
parasito es eliminado al exterior por medio del excremento de los animales, por lo
tanto, cuando hay una excesiva acumulacion de materia fecal, se favorece la
contaminacion de alimentos y agua de bebida, con la consecuente presentacion
de la enfermedad (2).

c. La coccidiosis ocurre en los corderos desde la lactacion hasta después del
destete (15). La razon de que solo en los animales jovenes se presente la
coccidiosis, obedece a la respuesta inmune ante la presencia del parasito, la cual
esta mas desarrollada en animales mayores. Otras circunstancias asociadas a los
tres factores citados son por ejemplo, el encierro nocturno, que es un manejo muy
generalizado en México que consiste en un pastoreo diurno y el alojamiento de los
animales por la tarde y noche (9), en corrales muy estrechos y carentes de
ventilacion. El resultado de esto es el hacinamiento de los animales, incremento
de la humedad y una mayor cantidad de materia fecal acumulada. Por otro lado,
hay mezcla de animales de diversas edades, favoreciendo que los adultos

contaminen el ambiente de los mas jovenes.



Tratamiento y control

El tratamiento de casos aislados de coccidiosis plenamente desarrollada es
paleativo porque en el momento en que los ooquistes se detectan en las heces no
existe ningun farmaco capaz de combatir la poblacién de coccidias que afectan al
huésped. El control de la coccidiosis en poblaciones de animales susceptibles es
una propuesta muy dificil, por lo que se han depositado grandes esperanzas en
los productos administrados con fines profilacticos. El objetivo de la profilaxis
anticoccidiana es proporcionar un nivel de proteccion suficiente al animal expuesto
para permitir que desarrolle inmunidad propia sin padecer la enfermedad. Los
farmacos reducen la magnitud del contagio y por lo tanto, previenen la coccidiosis;
no impiden la infeccién. Un exceso de contaminacion del entorno con ooquistes y
lo que es mas importante, un exceso de estrés sobre el huésped, son
circunstancias que no se pueden combatir ni siquiera con el mejor de los
medicamentos (16). Sea cual sea el agente quimico escogido, el control eficaz de
la coccidiosis requiere que el contacto de los rumiantes con los ooquistes y las
condiciones estresantes sean minimos. Se requiere que exista una disponibilidad
adecuada de espacio para los animales, comederos limpios, aire puro en
abundancia y suelos secos. No deben mezclarse animales de distinta edad o
tamafio en el mismo corral. En los ovinos estan aprobados el decoquinato,
lasalocid y sulfaquinoxalina, asi como el toltrazuril (3).

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. En nuestro pais las comunidades



no urbanizadas han utilizado las plantas con propdésitos medicinales. 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 reaccién contra las practicas medicinales invasivas y toxicas, ya
que el uso excesivo de productos quimicos puede ser peligroso e inefectivo (17).
La medicina esta volviéndose altamente receptiva al uso de antimicrobianos y
otros productos derivados de plantas, debido a que el uso de antibidticos
tradicionales sintéticos se esté volviendo poco efectivo en virtud de la presentacion
de resistencias y el abuso de los mismos. Otro factor que ha influido en el interés
hacia el uso de plantas medicinales en los ultimos 20 afios ha sido la elevada tasa
de extincion de especies de plantas, de tal modo que los quimicos y microbiélogos
que utilizan productos naturales han declarado que las estructuras fitoquimicas
potencialmente Gtiles que podrian ser utilizadas estan en riesgo de perderse (18),
por lo que el impulso de la etnofarmacologia podria ayudar a recuperar plantas
nativas con usos potenciales en la medicina. Las plantas tienen una capacidad
casi ilimitada de sintetizar sustancias aroméaticas, la mayoria de las cuales son
fenoles o sus derivados con el oxigeno sustituido. En muchos casos, estas
sustancias sirven como mecanismos de defensa de las plantas contra la predacion
por microorganismos, insectos y herbivoros. Algunos, tales como los terpenoides,
les confieren su olor, otros (quinonas y taninos) son responsables del pigmento de
las plantas. Muchos compuestos les dan el sabor, por ejemplo, el terpenoide
capsaicina de los chiles, y algunas de las hierbas y especias usadas para cocinar
proporcionan compuestos medicinales utiles, como los que se describiran a

continuacion (17).



Flavonoides

Los flavonoides son un grupo grande de compuestos polifendlicos que poseen una
estructura comun benzo-y-pirona. Son unos de los compuestos mas importantes
presentes en los vegetales, especialmente en los del género Citrus. Se han
identificado mas de 8,000 compuestos con una estructura flavonoide (19). Existen
cuatro tipos de flavonoides (flavanonas, flavonas, flavonoles y 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 (20). La evidencia reciente resalta el papel benéfico de una nutricién
adecuada en el control de la inflamacién, incluyendo sus efectos inhibitorios sobre
los mediadores de la inflamacion, tales como las citocinas (21). 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 (19). 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. Se ha demostrado que los
flavonoides inhiben la produccion de oOxido nitrico en respuesta al estimulo
inflamatorio (20). Los mecanismos celulares de los flavonoides que modulan la

expresion genica se han estudiado recientemente. Por ejemplo, las cinasas



proteicas activadas por mitdgenos (MAPK) son una familia de cinasas que
conectan la inflamacion con respuestas intracelulares como la expresién génica.
Una de estas proteinas, la p38-MAPK regula un gran nimero de genes de
citocinas y proteinas in vitro, incluyendo el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o),
IL-6, IL-10 y la o6xido nitrico sintasa inducible (iNOS), una proteina citoplasmica
responsable de la formacion de oxido nitrico (NO) en los macréfagos. La inhibicion
de la p38-MAPK resulta en una supresion de los mediadores inflamatorios, por lo
gue esta cinasa es un blanco para la produccion de productos anti-inflamatorios.
Los flavonoides han demostrado propiedades anti-inflamatorias potentes al inhibir
a la enzima MAPK y por lo tanto, la expresion del TNF-oa (20). El inhibidor de
MAPK PD98059 comparte una homologia estructural con los flavonoides (22).
Asimismo, se ha comprobado la actividad de los flavonoides como
antiprotozoarios, principalmente contra Trypanosoma, (23) Cryptosporidium
parvum, Leishmania y Plasmodium falciparum (24). Existe evidencia que indica
que los flavonoides suprimen el desarrollo de algunos estadios de vida de los
protozoarios al inhibir factores que protegen a los parasitos de los efectos de la
respuesta inmune del huésped. Por ejemplo, estimulan la produccién de citocinas
protectoras para el huésped. Asimismo, se ha demostrado la capacidad de estos

compuestos para inducir la apoptosis de los protozoarios parasitos (24).

Existen estudios epidemiolégicos que indican que el consumo regular de frutos
Citrus estd asociado con un riesgo reducido de enfermedades cardiacas
coronarias, patologias inflamatorias y progresion de tumores. Los flavonoides de

Citrus inhiben eventos clave en el proceso angiogénico, tales como la proliferacion



y migracion de células endoteliales (19). 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 (22). La naringenina (4’,5,7-trihidroxiflavanona) es una flavanona
predominante en Citrus y tiene un rango amplio de actividades farmacoldgicas.
Ademas de su actividad antifibrogénica, se le ha asociado con la supresion de las
metéstasis en diversos tipos de cancer (25). La naringenina esta presente en las
cascaras de las naranjas y toronjas 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 (19, 22). Es
importante sefialar que la naringenina se ha encontrado en el cerebro después de
la ingestion oral, por lo que ejerce potencialmente acciones anti-neuroinflamatorias
in vivo y combate las enfermedades neurodegenerativas (22). Otra de sus
propiedades es la de bloquear la produccion de 6xido nitrico (26). Esta flavanona
también normaliza los factores de coagulacion sanguinea tales como el tiempo de
protrombina, concentracion de fibrinbgeno y niameros de plaquetas provocadas
por infecciones (21). La naringenina ejerce su efecto anti-inflamatorio mediante la

inhibicion de la produccion de éxido nitrico y prostaglandina E; (27).

Terpenoides

Los terpenos son metabolitos secundarios, altamente ricos en compuestos
basados en una estructura isopreno. Lo terpenoides se sintetizan a partir de

unidades de acetato y comparten sus origenes con acidos grasos. La artemisina y



sus derivados se han utilizado contra la malaria y bacterias y virus diversos (17).
La curcumina (diferuloilmetano) es un componente de la Curcuma longa, una
especia. Tradicionalmente, se le conoce por sus efectos antiinflamatorios, pero en
las dltimas décadas se ha demostrado que es un agente inmunomodulador que
interviene en la activacion de los linfocitos T, B, macréfagos, neutrdéfilos, células
NK y células dendriticas. La curcumia también puede regular la expresion de
varias citocinas, incluyendo TNF, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12 y las quimiocinas a
través de la inactivacién del factor nuclear-kappa betta (NF-kB). A dosis bajas, la
curcumina puede aumentar las respuestas humorales. La curcumina se ha usado
en la medicina tradicional y se ha demostrado que suprime la transformacion
celular, proliferacién, invasion, angiogénesis y metastasis. Por ello se ha sugerido
que tiene un efecto benéfico en artritis, alergias, asma, ateroesclerosis y
enfermedades cardiacas, Alzheimer, diabetes y cancer. Probablemente esto se
deba a su capacidad para modular el sistema inmune al estimular la produccién de
citocinas anti o pro-inflamatorias dependiendo de qué tipo de respuesta inmune

celular sea protectora para el huésped (28).



Objetivo
Evaluar la eficacia anticoccidiana de la curcumina y la naringenina en ovinos

infectados naturalmente con coccidias del género Eimeria.

Hipotesis
La curcumina y la naringenina reducen la excrecién de ooquistes de Eimeria en las

heces del huésped ovino.



Justificacion

Los animales que estan infectados con coccidias pueden no manifestar signos
clinicos, es decir, presentar una coccidiosis subclinica. La importancia que tiene
esta presentacion se basa en que existe una contaminacion continua del ambiente
del animal y por lo tanto los ovinos méas jovenes pueden presentar retrasos en el
crecimiento, en la conversion alimenticia y predisposicion a otras infecciones.
Asimismo, cuando se manifiestan los signos clinicos, el costo de los tratamientos
suele ser considerable. Generalmente se asume que el empleo de plantas
medicinales es seguro y eficaz, ya que se ha utilizado durante muchos afos. Sin
embargo, a pesar del conocido uso de estos productos naturales, se requiere
llevar a cabo investigacion mas exhaustiva para conocer el potencial que tienen
sobre enfermedades que poseen un impacto sanitario y econémico significativo en
ovinos. Adicionalmente, la tendencia a las producciones organicas libres de
residuos de farmacos de sintesis quimica en tejidos y fluidos animales, asi como
la preocupacién 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 un terpenoide (curcumina) y una flavanona
(naringenina) a fin de conocer si estos fitoquimicos interfieren con el ciclo biolégico

del parasito.



Material y Métodos

El presente trabajo se llevé a cabo en el Centro de Ensefianza, Practica e
Investigacion en Produccion y Salud Animal (CEPIPSA) situado en la Avenida
Cruz Blanca No. 486, en San Miguel Topilejo, México, D.F. San Miguel Topilejo es
un pueblo que se encuentra entre las colinas de la cordillera del Ajusco, al sur de
la Ciudad de México, pertenece a la delegacion Tlalpan del Distrito Federal, esta
ubicado junto a la carretera federal México- Cuernavaca. El Centro cuenta con una
superficie total de 33,755 m2. Ubicado en el kilbmetro 28.5 de la Carretera Federal
México — Cuernavaca, a 19° latitud norte y 99° longitud Oeste a una altura de 2760
metros sobre el nivel del mar, el clima de la region es ¢ (w) b (ij) que corresponde
a semifrio semihumedo con lluvias en verano y con una precipitacion pluvial de
800 a 1200 milimetros anuales y una temperatura promedio de 19° C (29).

Las técnicas parasitoldgicas 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 curcumina (Curcuma longa)

El extracto de curcumina con una pureza superior al 98% fue adquirido
comercialmente (Sigma-Aldrich, Estado de México). EI compuesto es un polvo
amarillo-anaranjado cristalino soluble en etanol, dimetil sulfoxido y agua, estable a
temperatura ambiente. La curcumina se prepar6 como una solucién 100 mM (30)

de acuerdo con la siguiente férmula:



M = namero de moles/V (l), o bien, M = nimero de milimoles/V (ml)

M =100 milimoles en 1 ml
namero de moles = g/peso molecular
0.1 moles x 368.38 =g

g = 36.84 g de curcumina para tener 100 milimoles en 1 mi

Extracto de naringenina (Citrus medica)

La naringenina con una pureza superior al 95% se adquirié del laboratorio (Sigma-
Aldrich, Estado de México) como una solucién acuosa.

Animales

Se seleccionaron 18 ovinos razas Pelibuey y Suffolk. Las edades estuvieron
dentro de un rango de 7 a 8 meses. Se incluyeron machos y hembras con un peso
promedio de 20 kg., de ambos sexos que no habian sido desparasitados ni
recibido tratamientos con sulfonamidas los dos meses previos al estudio. Durante
el estudio los ovinos se mantuvieron alojados en el CEPIPSA. Los ovinos fueron
alimentados con una dieta a base de heno de avena, ensilado de maiz, sales
minerales y un concentrado comercial. El agua se proporcioné ad-libitum.
Muestras fecales

Una vez formados los lotes se tomaron muestras de heces, en un promedio de 5 a
10 g por animal directamente del recto y se depositaron en bolsas de polietileno.
Las muestras se identificaron individualmente y se conservaron en refrigeracion
hasta su procesamiento en el laboratorio.

Procesamiento de las muestras

Las muestras colectadas fueron procesadas mediante la técnica de flotacién y de
McMaster (12) para la cuantificacién de ooquistes por gramo de heces. Se llevé a

cabo la concentracion de los ooquistes utilizando el método Ritchie (32). Se realizd



la esporulacion de los ooquistes colocando el concentrado obtenido en dicromato
de potasio al 2%, finalmente se llevd a cabo la identificacién de los ooquistes
tomando en consideracion su diametro longitudinal y transverso, forma, coloracion,
aspecto de su cubierta y presencia de micrépilo, entre otras caracteristicas (32).
Disefio Experimental

Los 18 ovinos se agruparon en 3 lotes (A, B, C) cada uno con 6 animales
considerando como criterio de inclusion por grupo la excrecion de ooquistes por
gramo de heces para cada grupo. La distribucion de los ovinos se indica a
continuacion:

Grupo A: Testigos sin tratamiento experimental

Grupo B: Animales tratados con 30 mg/kg de curcumina diluida en agua (33).
Grupo C: Animales tratados con 4 mg/kg de naringenina diluida en agua (34).

Los animales fueron tratados con los extractos acuosos per os el dia 0 y
posteriormente se realiz6 la obtencion de muestras fecales y examenes
coproldgicos a los 0, 7, 14 y 21 dias posteriores a la dosificacion.

Andlisis de los Resultados

La eficacia se determind 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. (34).

E= XC - XT x 100
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



Para el estudio estadistico de los resultados de los analisis coprolédgicos se utilizé
un analisis de varianza no paramétrico considerando un nivel de significancia del
1%. Los valores de ooquistes de Eimeria se transformaron a su logaritmo para
cumplir con los supuestos paramétricos (35) utilizando el programa Microsoft Excel

2007.



Resultados

La especie mas prevalente durante el periodo del estudio fue Eimeria parva
(Figura 1). La cinética de eliminacién de ooquistes por gramo de heces (opg) de
Eimeria en el grupo A se presenta en el Cuadro 1. La excrecion de opg aumentoé a
lo largo del estudio en el grupo testigo, aumentando hasta 1494.27+193.31. El
porcentaje de reduccion o efectividad fue de 0% en el grupo testigo desde el inicio
hasta el final del estudio. El porcentaje de variacion de la media de opg contra el
primer muestreo se consider6 de 255.86% en este grupo no tratado. Cabe sefialar
que la media de excrecion de opg en el grupo testigo aumentd significativamente
(p<0.01) en el periodo de estudio. En contraste, la media de opg eliminados en los
grupos tratados con curcumina y naringenina disminuy6 significativamente
(p<0.01) tres semanas después de la administracion de estos compuestos
naturales.

La excrecion de opg en el grupo tratado con una solucién de curcumina se redujo
un 9.31% a los 7 dias post-ingestion de este extracto. A los 14 y 21 dias la
efectividad fue de 82.28% y 98.14%, respectivamente. Los Cuadros 2 y 3
muestran la cinética de excrecion de opg de Eimeria en los grupos tratados con
curcumina y naringenina, respectivamente. La eficacia anticoccidiana en los
ovinos tratados con el extracto de naringenina varioé de 62.98% a 98.14% del dia 7
al 21 post-administracion.

Existi6 una diferencia estadisticamente significativa (p<0.01) entre los grupos
tratados con curcumina y naringenina a los 7 y 14 dias después de iniciado el

experimento, ya que la excrecion de opg en el grupo que recibio el extracto de



naringenina fue mayor que en los ovinos que consumieron la curcumina en ambos
periodos de tiempo. No obstante, a los 21 dias post-tratamiento, no se presento
una diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos experimentales

(Figura 2).
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Figura 1. Porcentaje de prevalencia de especies de Eimeria determinadas.
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Figura 2. Eficacia anticoccidiana (mediatdesv.est.) del extracto de curcumina
administrado a ovinos infectados naturalmente con coccidias del género
Eimeria. El grupo A no fue tratado, el grupo B recibié 30 mg/kg de curcumina
y el grupo C fue dosificado con 4 mg/kg de naringenina.



Cuadro 1. Eliminacion de ooquistes de Eimeria por gramo de heces en

ovinos no tratados.

Ovino 0 dias post- 7 dias post- | 14 dias 21 dias
tratamiento tratamiento | post- post-
tratamiento | tratamiento

1 520 750 0 9550
2 565 350 100 350
3 480 400 450 300
4 600 1800 600 700
5 550 50 450 550
6 420 250 450 950

Cuadro 2. Eliminacién de ooquistes de Eimeria por gramo de heces en

ovinos tratados con 30 mg/kg de curcumina.

Ovino 0 dias post- 7 dias post- | 14 dias 21 dias
tratamiento tratamiento | post- post-
tratamiento | tratamiento
1 480 1000 250 100
2 690 100 0 50
3 510 200 50 50
4 400 750 0 100
5 640 1000 0 50
6 550 0 200 0




Cuadro 3. Eliminacion de ooquistes de Eimeria por gramo de heces en
ovinos tratados con 4 mg/kg de naringenina.

Ovino 0 dias post- 7 dias post- | 14 dias 21 dias
tratamiento tratamiento | post- post-
tratamiento | tratamiento
1 630 150 50 0
2 538 50 0 0
3 490 100 50 50
4 596 450 150 50
5 725 450 200 50
6 570 400 250 100




Discusién

La administracion de naringenina a los ovinos infectados provoco una disminucion
estadisticamente significativa en la eliminacién de ooquistes del parasito. Esto
puede deberse a los efectos antioxidantes que ejerce esta flavonona, ya que se ha
demostrado que las coccidias del género Eimeria son capaces de evadir la
actividad de la INOS y por lo tanto protegerse de la actividad oxidativa defensiva
del huésped. Los radicales libres producidos por el huésped llegan a acumularse y
pueden dafar el tejido intestinal (36). Se cree que la naringenina ejerce un efecto
de “recoleccién” de los radicales superdxido e hidroxilo (19) y por lo tanto tiene
una actividad protectora hacia el huésped. De hecho, se ha demostrado que los
flavonoides son capaces de participar indirectamente en la reduccion del estrés
oxidativo en pacientes diabéticos (37), y posiblemente por eso también disminuyen
los radicales libres en el caso de coccidiosis.

El uso de productos naturales anti-inflamatorios representa una alternativa no
toxica para modular desordenes inducidos por organismos intestinales patégenos.
La curcumina es un producto que se ha utilizado como anti-inflamatorio (38) desde
hace varios siglos. Sin embargo, la falta de informacion sobre el uso de la
curcumina en las patologias intestinales inducidas por protozoarios no habia sido
documentada. En este estudio se demostr6 que la curcumina redujo
significativamente la produccion de ooquistes desde los 7 dias post-tratamiento en
comparacion con el grupo testigo y con el tratado con naringenina. No obstante, a
los 21 dias post-tratamiento no se presentd una diferencia significativa entre el
namero de ooquistes por gramo de heces excretados por los ovinos tratados con

curcumina o naringenina. Se especula que la curcumina actué mas rapidamente



gue la naringenina debido a que se ha demostrado que la curcumina bloquea la
activacion del NF-kB y la expresion de genes pro-inflamatorios mediante la
inhibicién de la I-kB kinasa. En vista de que la activacion del NF-kB desempefia un
papel muy importante en la regulacion de la transcripcion de genes pro-
inflamatorios, al suprimir la misma, la curcumina puede inhibir los pasos
tempranos de la inflamacion y modular la sobreregulacion de varios genes pro-
inflamatorios (39). Es decir, la curcumina actla tempranamente sobre los
mecanismos involucrados en la inflamacién, mientras que hasta donde se tiene
conocimiento, la naringenina actia solamente a nivel de la reduccion del efecto de
moléculas reactivas de oxigeno.

Pese a la diferencia que se presentd en la reduccion en la eliminacién de
ooquistes de Eimeria a los 7 y 14 dias post-tratamiento, es importante sefalar que
tres semanas después de la administracion de los productos experimentales la
eficacia anticoccidiana fue superior al 97% en ambos grupos.

Por otro lado, se demostr6 que la especie mas prevalente en los ovinos
muestreados en el CEPIPSA fue E. parva. El resultado coincide con los hallazgos
de Cortés (40). De acuerdo con los mecanismos que definen la patogenicidad de
los parasitos (41), la coexistencia de una especie menos patégena con una mas
dafiina en condiciones en las que el huésped no se encuentra
inmunocomprometido, favorece la profileracion de la especie inocua sobre la
patogena. Dado que actualmente en el CEPIPSA se llevan a cabo practicas de
manejo, sanidad y bioseguridad que favorecen un estado fisiolégico, nutricional e
inmunologico adecuado en los ovinos, se especula que la especie menos

patdgena coexista con el ovino.



Es importante sefialar que en algunos de los animales experimentales se presentd
un aumento significativo en la excrecion de ooquistes de Eimeria durante un
periodo del estudio. Este aumento en la presencia de ooquistes en heces y en
general la diferencia entre los perfiles de excrecion que se presentaron en todos
los animales tratados a lo largo del estudio son hallazgos que coinciden con
resultados publicados previamente por Gregory et al (42, 43) y Hindson et al (44).
Estos autores consideraron que las condiciones relacionadas con la limpieza del
alojamiento pueden influir sobre el aumento en la infeccion de los corderos, sobre
todo en el caso de animales que son cambiados a corrales sin limpieza adecuada
y por lo tanto, se exponen a heces de adultos con infecciones subclinicas y altas
prevalencias. Sin embargo, en el presente estudio, los corrales de los corderos
destetados fueron limpiados y desinfectados antes de la introduccién de los
ovinos. Por lo tanto, se sugiere que los picos mencionados se debieron a
susceptibilidades individuales a la infeccién determinadas por factores genéticos o
relacionados con el manejo de los animales. Por consiguiente, se especula que los
picos que se presentaron en los ovinos tratados se debieron posiblemente a la
exposicién con material fecal de los animales testigos y por lo tanto se produjo una
reinfeccion. Por otro lado, debido a que este experimento se realiz6 bajo un
esquema de infeccion natural, no era posible determinar el estadio del ciclo de
vida de las coccidias y posiblemente el tratamiento fue administrado después del
dia 5 postinfeccion, es decir, durante el desarrollo de esquizontes de ultima
generacion y gamontes. Adicionalmente, los ooquistes recién formados podrian
ser impermeables al extracto natural y por lo tanto se detecta un aumento en su

excrecion en heces. Esta propuesta se refuerza si se considera que la eficacia de



algunos farmacos anticoccidianos como el toltrazuril sobre los esquizontes de
dltima generaciébn y gamontes es pobre debido a que se llegan a encontrar
cantidades numerosas de estos estadios los dias 6 y 7 después de la infeccion
(45); reforzando la propuesta de la impermeabilidad del ooquiste. Por lo tanto, es
razonable sugerir que un tratamiento administrado el dia 5 resultara inefectivo
para cancelar la infeccion debido a que llega a alterar el ciclo y provoca
persistencia de esquizontes y gamontes. Sin embargo, ni estos esquizontes de
generaciones tardias ni los gamontes pueden formar ooquistes 'y
consecuentemente sobreviene una reduccidon en la excrecibn de ooquistes
después de unos dias.

La dieta es uno de los factores esenciales para sostener la vida y promover la
salud de tal modo que el desarrollo de productos a partir de la evaluacion de
compuestos naturales como la naringenina o curcumina podria representar un
beneficio potencial para reducir el riesgo de varias condiciones patoldgicas,
incluyendo la coccidiosis ovina. En el presente estudio no se determino el
mecanismo de accion de ambos productos experimentales, sin embargo, se
especula que los flavonoides y terpenoides ejercen una influencia sobre la
produccién de citocinas protectoras del huésped en la coccidiosis ovina. En los
rumiantes, el interferon gamma (IFN-y) y la interleucina-4 (IL-4) son buenos
indicadores de una polarizacion hacia las respuestas Thl 6 Th2, respectivamente
y se ha demostrado que en ocasiones son marcadores inmunolégicos de estados
patolégicos o situaciones inmunes. Una respuesta dominada por Thl se asocia

generalmente con una inmunidad protectora contra patdégenos intracelulares de



rumiantes, mientras que la respuesta Th2 se considera no protectora y se ha
observado en rumiantes con enfermedades clinicas (46). Una de las citocinas que
se produce principalmente durante la respuesta inmune celular en la coccidiosis es
el interferon gamma (IFN-y), el cual ha sido implicado en el aumento de la
inmunidad primaria contra infecciones causadas por Eimeria (47). Los linfocitos T
y macrofagos son las fuentes mas probables de produccién de citocinas en el
intestino. Los linfocitos intestinales han sido observados en contacto directo con
las células epiteliales parasitadas, promoviendo la hipétesis de que producen
citocinas y por lo tanto modulan la respuesta inmune (48). Existe evidencia que
indica que los flavonoides y terpenoides inmunomodulan la respuesta del
mamifero mediante la activacion o inhibicidon de ciertas citocinas (24); por lo que
en el presente trabajo se sugiere que éste fue el mecanismo de accion a través del
cual se redujo la eliminacién de ooquistes de Eimeria. Para poder confirmar esta
hipétesis, se recomienda llevar a cabo un estudio de citofluorometria para
determinar subpoblaciones de linfocitos T, o bien, un ELISA que permita
cuantificar el IFN-y, asi como un estudio de RT-PCR en el que se obtenga la
expresion de genes de citocinas representativas de las respuestas Thly Th2 en la
coccidiosis ovina.

Cabe sefialar que se ha demostrado que uno de los sabores preferidos por los
ovinos es el de los citricos (49), por lo que la inclusion de la naringenina en la dieta
de los ovinos se sugiere sobre el de la de curcumina, ademas de que la
naringenina puede ser producida a partir de residuos agricolas (cascara de

toronja) con un costo mucho menor al de la curcumina.



Conclusiones

En el presente estudio se demostrd que dos productos naturales, la curcumina y la
naringenina, ejercen una eficacia anticoccidiana superior al 97% en ovinos con
una infeccién natural con Eimeria. Se sugiere por lo tanto, llevar a cabo mas
estudios que permitan determinar el mecanismo preciso mediante el cual estos
compuestos ejercen su actividad contra este protozoario.

Derivado de este trabajo se sugiere la realizacion de estudios que incluyan un
mayor namero de animales experimentales para probar diversos protocolos de
dosificacion para conocer cudl es la cantidad y frecuencia de administracion mas
apropiada para obtener una eficacia anticoccidiana que proteja a los animales en
una segunda exposicion. Asimismo, se recomienda llevar a cabo estudios que
incluyan infecciones experimentales controlando la cantidad de ooquistes e incluso
las especies a inocular para probar el efecto de estos productos naturales en

cargas masivas 0 con especies altamente patégenas.
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