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RESUMEN

PEREZ FONSECA AGUSTIN. “Efecto inmunomodulador de un extracto de
naringenina en ovinos infectados con coccidias del género Eimeria spp.”

En este trabajo se determind el efecto inmunomodulador de la naringenina
comercial y un extracto etandlico de cascaras de toronja administrados oralmente
a ovinos con una infeccion natural con coccidias del género Eimeria spp. Se
incluyeron 24 corderos en el estudio (n=6). Un grupo ingirié naringenina comercial
con una pureza superior al 98%, a otro grupo se le administro el extracto etandlico
de cascaras de toronja, mientras que se contdé con un grupo tratado con toltrazuril
y un testigo sin tratamiento. Se colectaron muestras fecales y de suero de todos
los ovinos; se cuantifico la carga parasitaria y se determiné la generacion de 6xido
nitrico y la capacidad antioxidante de los productos experimentales y el toltrazuril.
La duracion del estudio fue de 90 dias. Los ovinos tratados con la naringenina
comercial presentaron una reduccion significativa en la excrecion de ooquistes
fecales (p<0.05) a partir de los 7 dias después de la ingestion de la misma, en
contraste con el grupo testigo y el que ingirid el extracto etandlico de cascaras de
toronja. Los dos grupos experimentales excretaron significativamente menos
ooquistes que los animales testigo (p<0.05). El toltrazuril tuvo una eficacia
anticoccidiana significativamente mayor que los otros 3 grupos durante todo el
estudio. La mayor capacidad antioxidante fue producida por la naringenina
comercial, mientras que los tres productos administrados redujeron la generacién
de O6xido nitrico. Bajo las condiciones de este estudio, se concluye que la
naringenina comercial y el extracto de cascaras de toronja disminuyen la
generacion de especies reactivas de oxigeno y 6xido nitrico y la carga parasitaria.
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Abstract

Perez Fonseca Agustin. “lImmunomodulatory effect of a naringenin extract in
Eimeria spp- infected sheep.”

In this study, the immunomodulatory effect of commercial naringenin and an
ethanolic grapefruit extract administered orally to sheep naturally infected with
Eimeria spp coccidia was evaluated. Twenty four lambs were divided in 4 groups
(n=6) in the experiment. The first group ingested commercial naringenin with a
purity higher than 98%, an ethanolic grapefruit extract was administered to the
second group, while the third group was administered with toltrazuril, and the fourth
group was a non-treated control group. Stool and serum samples were collected
from all the sheep; parasitic infestation was determined, and nitric oxide
generation, as well as antioxidant activity was assessed for both extracts and
toltrazuril. The study was carried out for 90 days. Sheep treated with the
commercial naringenin showed a significant reduction in fecal oocyst shedding
(p<0.05) 7 days after ingestion, in contrast with the untreated group and the group
treated with the ethanolic grapefruit extract. Both groups treated with extracts shed
significantly less oocysts than the untreated group (p<0.05). Toltrazuril had a
significant anticoccidial effect, being higher than the other 3 groups. The highest
antioxidant activity was produced by the commercial naringenin, whereas the three
administered products reduced nitric oxide production. Considering the conditions
of this study, we concluded that commercial naringenin and grapefruit extract
diminished the reactive oxygen species and nitric oxide production, as well as the

oocyst shedding.
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Introduccion

Los agentes causales de la eimeriosis o coccidiosis en rumiantes son organismos
gue se desarrollan dentro de las células intestinales de los huéspedes. Debido a
qgue 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 diagnosticos 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 taxonomicamente 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 Bioldgico

Las especies de Eimeria en rumiantes se desarrollan mediante un ciclo biolégico
directo de 3 estadios. Dentro de las células intestinales del huésped se desarrollan
dos fases que 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

1
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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
infeccidon 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).
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Figura 1. Ciclo biolégico de Eimeria spp.
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Patogeniay lesiones

La severidad de la infeccion 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 funcién de los érganos afectados y
desencadenan una serie de cambios fisiologicos, 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, deshidratacion
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 patdégena (3), aunque hay especies
que 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 infeccion 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).
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Respuesta inmune

El parasitismo intestinal es un factor principal de estrés que conlleva a la mala
absorcion de nutrientes, produccion y desarrollo disminuidos de los animales. A
pesar de que después de una exposicidn natural a Eimeria se presenta una
inmunidad adquirida, la vacunacién contra este protozoario se ha complicado
debido al ciclo de vida tan complejo y a la falta del conocimiento total de la
respuesta inmune del huésped contra Eimeria. Se ha demostrado que la respuesta
humoral en la coccidiosis de rumiantes es minima con respecto a la proteccién
que confiere contra esta enfermedad (3). En contraste, la evidencia demuestra que
la inmunidad mediada por células esta implicada como el factor principal que
confiere resistencia a coccidiosis. La inmunidad celular incluye la activacion de
linfocitos T, células NK y macrofagos tanto especifica de antigeno como no
especifica (10). La importancia de los linfocitos T en la inmunidad adquirida contra
coccidias aviares ha sido bien documentada. Hermosilla et al. (11) observaron que
durante el primer dia de la infeccion primaria, los macréfagos, granulocitos y
linfocitos se infiltran masivamente dentro de la lamina propia intestinal vy
consecuentemente llegan menos esporozoitos a las criptas del intestino, por lo
gue se inhibe la formacion de los esquizontes o merontes. Los mismos autores
especularon que las poblaciones de diferentes leucocitos son atraidas a los sitios
de inflamacién en donde los macréfagos activados modulan la severidad de la
infeccion y los linfocitos T CD4" inducen una respuesta inmune protectora. Una
caracteristica particular de Eimeria bovis es que es capaz de infectar las células
endoteliales bovinas para desarrollar esquizontes o merontes de primera

generacion a partir de los esporozoitos (11; 12). E. bovis invade y activa las

4
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células endoteliales bovinas a través de la sobre regulacion de la transcripcion de
una serie de genes que codifican las enzimas responsables de la sintesis de
prostaglandinas y oxido nitrico (12). En la infeccion de las células endoteliales de
venas umbilicales bovinas con E. bovis se induce la expresion de la proteina
quimoatrayente de monocitos derivada del endotelio-1 (MCP-1), molécula que
atrae predominantemente monocitos y linfocitos T y que se considera clave en la
transicion de la inmunidad innata a la adaptativa (13). Sin embargo, la reaccién de
las células endoteliales es lenta en comparacion con la respuesta a otras coccidias
como Toxoplasma gondii y Neospora caninum, y esto posiblemente se puede
interpretar como una estrategia de E. bovis para persistir mucho mas tiempo en la
célula huésped y evitar la induccion de procesos inflamatorios, pues los
esporozoitos de E. bovis requieren de 6 a 8 veces mas tiempo que T. gondii y N.
caninum para completar su replicacion (12). Estos mismos autores determinaron
una elevada adhesion de polimorfonucleares a las células endoteliales umbilicales
bovinas no infectadas con E. bovis. Como las células endoteliales reaccionan muy
sensiblemente a las alteraciones mecanicas, el proceso del deslizamiento del
esporozoito en la superficie de las células del huésped puede activar incluso a las
células no infectadas por la gran cantidad de trayectos de proteinas dispuestas
sobre las superficies celulares. Los estudios recientes han enfatizado el papel de
los macrofagos en las infecciones causadas por E. bovis, ya que las actividades
oxidativas y fagociticas de las densidades en aumento de los macréfagos de la
mucosa intestinal sustentan su relevancia. La fagocitosis de los esporozoitos
influye sobre el desarrollo de la respuesta inmune dominada por los tipos celulares

Th1 (14) Asimismo, se tiene conocimiento que las trampas extracelulares de

5
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neutrofilos son un mecanismo efector en la respuesta inmune innata temprana
contra E. bovis (15).

Respuesta inmune adaptativa en la coccidiosis de rumiantes

La respuesta inmune adaptativa esta mediada por células o linfocitos T que
pueden dividirse en diferentes subpoblaciones de acuerdo con su expresion de
citocinas y funciones inmunoefectoras. Los linfocitos Th1 estan involucrados en la
inmunidad celular y la respuesta protectora dependiente de fagocitos, mientras
que los Th2 desempefian un papel importante en la produccién de anticuerpos y la
respuesta protectora independiente de los fagocitos (16). En los rumiantes, el
interferon gamma (IFN-y) y la interleucina-4 (IL-4) son buenos indicadores de una
polarizacion hacia las respuestas Th1 6 Th2, respectivamente y se ha demostrado
que en ocasiones son marcadores inmunoldgicos de estados patologicos o
situaciones inmunes. Una respuesta dominada por Th1 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 (17). 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 (16). Con respecto a estudios
realizados en aves, se ha observado que el IFN-y recombinante administrado a
aves infectadas con Eimeria tenella es capaz de inhibir el desarrollo celular del
protozoario y reduce la pérdida de peso de las aves infectadas (18). Los linfocitos
T y macrofagos son las fuentes mas probables de produccion de citocinas en el

intestino. Los linfocitos intestinales han sido observados en contacto directo con

6
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las células epiteliales parasitadas, promoviendo la hipotesis de que producen
citocinas y por lo tanto modulan la respuesta inmune (16). Sin embargo, los
modelos aviares y murinos son de valor limitado para el estudio de la coccidiosis
en rumiantes, ya que la mayoria de las especies de Eimeria que los afectan se
desarrollan de manera diferente a las de los roedores y aves, principalmente con
respecto a las células del huésped, formacion de macromerontes y duracion de la
replicacion. Todo esto influye sobre la respuesta inmune (19). Con respecto a los
estudios en rumiantes, la mayoria de los estudios se han realizado en una coccidia
que afecta especificamente a los bovinos, Eimeria bovis. Las células endoteliales
infectadas con E. bovis activan a los linfocitos T CD4" y CD8" de manera
dependiente del antigeno (12). Los linfocitos T CD4" y CD8" se encuentran
involucrados en la respuesta contra eimeriosis bovina. Los linfocitos sanguineos
periféricos son activados a los 12 dias post-infeccion con E. bovis, lo que sugiere
un estimulo antigénico fuerte por parte de los merozoitos de primer estadio. Esto
es comprensible, dado que este estadio de vida es muy proliferativo y produce los
macroesquizontes que liberan hasta 120,000 merozoitos diarios durante los dias
15 y 16 post-infeccion (10). Es importante sefalar que el nivel y duracién de la
excrecion de ooquistes se encuentra bajo el control de los linfocitos T,
particularmente los CD" (16). Los linfocitos T activados por un antigeno especifico
se acumulan en los organos linfaticos de los animales infectados. La respuesta al
antigeno de E. bovis es mayor en las células aisladas de los linfonodos asociados
al tejido intestinal que en aquéllas no relacionadas con este 6rgano. Esto sugiere
que existe una acumulacién local de linfocitos T especificos contra E. bovis y

resalta la importancia de los esquizontes de primer estadio en la respuesta inmune
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a E. bovis (10). Los cambios en las proporciones de los diferentes tipos de células
T sugieren una expansion de las células CD4" y CD8" durante la prepatencia.
Subsecuentemente, existe una disminucion de las mismas, pero ésta es mas
notable y fuerte en el caso de las células CD8". Esta observacion puede sugerir la
participacion de las células CD4" en la resolucién de una infeccion primaria,
mientras que las CD8" median la inmunidad al desafio subsecuente (16). Las
células CD4" acumuladas en los linfonodos intestinales de los becerros infectados
con E. bovis expresan niveles altos de mRNA de IL-2. Estos datos sugieren una
preponderancia de las células Th1 activas en los tejidos de los animales
infectados en comparacion con los linfocitos Th2. La infeccién primaria se
acompafa por un incremento en los niveles de expresiéon de IFN-y e IL-2,
alcanzando un pico durante la prepatencia (8-12 dias post-infeccion) y
disminuyendo subsecuentemente. Los niveles de IL-2 se encuentran elevados en
los linfonodos del intestino después de la infeccidn primaria (10). Por otro lado, la
transcripcion del gen IL-4 se induce predominantemente durante la patencia.
Tanto CD4" y CD8" son fuentes de IFN-y, mientras que la transcripcion de IL-2 e
IL-4 aumenta en las células CD4" principalmente. En contraste, el desafio no
influye sobre la transcripcién de genes de IFN-y ni IL-2, sino que aumenta la de IL-
4 (19). El IFN-y inhibe la replicacion intracelular de Eimeria spp. in vitro (18) y
parece desempenfiar un papel crucial en la abrogacion de las infecciones primarias.
Diagndstico

Los animales jévenes que comienzan a mostrar signos como diarrea, anemia,
deshidratacion, debilidad, anorexia y emaciaciéon deben ser examinados para

diagnosticar eimeriosis. El examen microscopico de las heces es el método de
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diagnostico mas efectivo desde el punto de vista costo-beneficio, asi como el mas
sencillo y directo, aunque también se han desarrollado métodos seroldgicos
analiticos mediante inmunoensayos (3, 20). El analisis 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
diferenciacién microscoépica de los ooquistes concentrados. La cuantificacion de la
carga parasitaria puede realizarse mediante el conteo de ooquistes en la camara
de McMaster (21, 22). 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 patdgenas de Eimeria. En estas
situaciones, la identificacion de las coccidias en especimenes fecales es esencial
para un diagnostico exacto del problema clinico que podria no estar relacionado
con los protozoarios (23). Los ooquistes son mas numerosos durante el periodo
temprano de patencia (inicio de excrecion 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 (24). 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
infeccion 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 humedo a través
de microscopia fotonica, o bien, deben revisarse los raspados tisulares de la

mucosa intestinal de un animal muerto (5).
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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
contaminacién 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 (25). 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
estd 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 confinamiento 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.
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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 poblacion 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 proteccién 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 infeccion. Un exceso de contaminacién 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 (26). 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
tamano en el mismo corral. En los ovinos estan aprobados el decoquinato,
lasalocid y sulfaquinoxalina, asi como el toltrazuril (3).

Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de compuestos polifendlicos. Estos compuestos

poseen gran importancia en los vegetales. Se han identificado mas de 8,000
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compuestos de tipo flavonoide (27). Estos compuestos han demostrado tener
diversas actividades farmacologicas como: inhibicion enzimatica, anti inflamatorios
y anti oxidantes (28). 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 (29). 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 (27). 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 6xido nitrico en
respuesta al estimulo inflamatorio (29). Los mecanismos celulares de los
flavonoides que modulan la expresion génica se han estudiado recientemente. Por
ejemplo, las cinasas proteicas activadas por mitogenos (MAPK) son una familia de
cinasas que conectan la inflamacién con respuestas intracelulares como la
expresion génica. Una de estas proteinas, la p38-MAPK regula un gran numero de
genes de citocinas y proteinas in vitro, incluyendo el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), IL-6, IL-10 y la oxido nitrico sintasa inducible (iINOS), una proteina
citoplasmica responsable de la formacion de 6xido nitrico (NO) en los macréfagos.
La inhibicion de la p38-MAPK resulta en una supresion de los mediadores
inflamatorios, por lo que esta cinasa es un blanco para la produccién 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-a (29). El
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inhibidor de MAPK PD98059 comparte una homologia estructural con los
flavonoides (30). Asimismo, se ha comprobado la actividad de los flavonoides
como antiprotozoarios, principalmente contra Trypanosoma, Leishmania (31)
Cryptosporidium parvum, y Plasmodium falciparum (32, 33). 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 (32).

Existen estudios epidemiologicos que indican que el consumo regular de frutos
Citrus esta asociado con un riesgo reducido de enfermedades cardiacas
coronarias, patologias inflamatorias y progresiéon de tumores. Los flavonoides de
Citrus inhiben eventos clave en el proceso angiogénico, tales como la proliferacion
y migracion de células endoteliales (27). 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 (30). La naringenina (4’,5,7-trihidroxiflavanona) es una flavanona
predominante en Citrus y tiene un rango amplio de actividades farmacologicas.
Ademas de su actividad antifibrogénica, se le ha asociado con la supresion de las
metastasis en diversos tipos de cancer (34). 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-
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inflamatoria con respecto a los otros compuestos con dosis menores (27, 30). Es
importante sefalar 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 (30). Otra de sus
propiedades es la de bloquear la produccion de 6xido nitrico (35). Esta flavanona
también normaliza los factores de coagulacion sanguinea tales como el tiempo de
protrombina, concentracion de fibrinbgeno y numeros de plaquetas provocadas
por infecciones (36). La naringenina ejerce parte de su efecto anti-inflamatorio

mediante la inhibicion de la produccion de 6xido nitrico y prostaglandina E; (37).

La naringenina tiene la habilidad de activar a los leucocitos polimorfonucleares

(PMN) para inducir actividad citotéxica (28).

OH O

Figura 2. Molécula de naringenina.
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Justificacién

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 contaminacién continua del ambiente
del animal y por lo tanto los ovinos mas jovenes pueden presentar retrasos en el
crecimiento, en la conversién alimenticia y predisposicién 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 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 una flavanona (naringenina) a fin de conocer si

este compuesto interfiere con la interaccion entre el parasito y el huésped.
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Objetivo

Determinar si la administracion de naringenina ejerce efecto sobre la
concentracion sanguinea de especies reactivas de oxigeno y oxido nitrico en

ovinos infectados naturalmente con coccidias del género Eimeria spp.

Hipotesis

Los extractos de cascara de toronja y naringenina modulan la produccion de 6xido
nitrico y las especies reactivas de oxigeno en ovinos infectados naturalmente con

coccidias del género Eimeria spp.
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MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se llevo a cabo en la Unidad de Ovinos de la Universidad
Autonoma Chapingo, ubicada en la Carretera México-Texcoco kilometro 38.5,
Texcoco, 56230, Estado de México.

Las técnicas parasitolégicas y el procesamiento de los resultados se realizaron en
el Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la UNAM.

Naringenina comercial

La naringenina con una pureza superior al 98% se obtuvo comercialmente (Sigma-

AldrichT66001).

Extracto de cascara de toronja

El extracto de cascara de toronja se obtuvo utilizando el método propuesto por
Escobar, 2010 (38). Se trabajé con cascaras de toronja (Citrus x paradisi), las
cuales fueron cortadas en pedazos de 0.5 cm por 0.5 cm e introducidas en
matraces para posteriormente agregar el disolvente, que en este caso es etanol al

96%. Los extractos alcoholicos se evaporaron en un rotavapor.

Muestras sanguineas para estudios de farmacocinética

Se recolectaron 5 ml de sangre de los animales a los que se les administraron 4
mg/kg de la naringenina comercial o de un extracto etandlico de cascaras de
toronja en los siguientes intervalos de tiempo: 0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48
,72 y 96 horas después de la administracion de los dos extractos. Las muestras
fueron colocadas con una inclinacion de 45 grados y se dejaron a temperatura

ambiente durante 30 minutos. Posteriormente centrifugadas durante 15 minutos a
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3500 rpm. EIl suero fue obtenido y depositado en viales identificados vy
congelados a -20° C hasta que fueron procesados 8 dias después.
Determinacion de las variables farmacocinéticas de la naringenina y el

extracto etandlico de cascaras de toronja

La fase analitica se realiz6 en el Departamento de Fisiologia y Farmacologia de la
FMVZ de la UNAM. Para realizar las diluciones de la curva estandar de
naringenina, se pesaron 20 g de estandar de naringenina (98% de pureza), se
colocaron en un matraz y se afor6 a 100 ml con agua desionizada (para su
disolucién fue necesario agregar 0.5 ml de una solucion de 0.1 N de NaOH,
previo a la adicion del agua desionizada). Posteriormente, se procedié a
obtener la curva estandar de la naringenina por medio del programa
Origin Lab Pro 80©. Posteriormente los datos obtenidos por tiempo de
sangrado por grupo se evaluo la diferencia entre medias y analisis de varianza,
con los cuales se realizaron las graficas de concentracion contra tiempo, a partir
de las cuales se obtuvieron los valores farmacocinéticos del extracto etandlico de

cascaras de toronja y la naringenina comercial.
Los valores farmacocinéticos a determinar fueron:
« Area bajo la curva (AUC),
« Concentracion maxima (Cmax)
+ Tiempo maximo (Tmax) (horas),

+ Tiempo medio de eliminacién (T2 eim)
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Animales

Se seleccionaron 24 ovinos criollos. Las edades estuvieron dentro de un rango de
2 a 3 meses. Se incluyeron machos y hembras con un peso promedio de 18 Kg,
de ambos sexos que no habian sido desparasitados ni recibido tratamientos con
antibidticos los dos meses previos al estudio. Durante el estudio los ovinos se
mantuvieron alojados en la unidad de ovinos de la Universidad Auténoma
Chapingo. Los ovinos fueron alimentados con una dieta a base de heno de avena,

sales minerales y un concentrado comercial. El agua se proporcioné ad-libitum.

En un arreglo completamente al azar, se utilizaron cuatro grupos de seis ovinos
criollos cada uno, de 3 meses de edad con un peso promedio de 18 kg que no
habian recibido tratamientos anticoccidianos ni antibidticos en los 2 meses previos
al estudio. Los ovinos recibieron una alimentacion a base de heno de avena,
ensilado de maiz, sales minerales y concentrado comercial (Purina, México); asi
como agua ad libitum. El disefio experimental se realiz6 como se indica en el

siguiente cuadro:

Cuadro 1. Disefio experimental

Tratamiento Dia del estudio

1 4 mg/kg naringenina comercial Diariamente por 60 dias

4 mg/kg extracto etandlico de cascaras de

2 toronja Diariamente por 60 dias
3 20 mg/kg toltrazuril comercial Oy15
4 Testigo (agua) Diariamente por 60 dias
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Muestras fecales

Se tomaron un promedio de 3 a 5 g de muestras de heces 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 (22). Se realizaron muestreos de materia fecal los
dias 0, 3, 7, 15, 30, 45, 60 y 90.

Muestras sanguineas para pruebas de estrés oxidativo

Se tomaron muestras de sangre de la vena yugular, de 3-5 ml por animal en tubos
al vacio de la marca Vacutainer® con EDTA como agente anticoagulante. Los
tubos se transportaron en refrigeraciéon al Laboratorio de Parasitologia de la
F.MV.Z.-UN.AM para obtener el suero sanguineo, el cual se conservo en
congelacion hasta su procesamiento en el laboratorio. Se realizaron muestreos de
sangre para obtencion de suero los dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56 y 90 para
la determinacion de la capacidad antioxidante y generacion de éxido nitrico de los
extractos.

Procesamiento de las muestras fecales

Se tomaron muestras de materia fecal directamente del recto de cada ovino al
inicio del experimento. Esta fecha fue denominada dia 0, en el cual se
administraron los productos experimentales y el farmaco comercial de referencia.
Una vez que se confirmo que los animales estaban infectados con coccidias del
género Eimeria spp, se colectaron las muestras a los 3, 7, 15, 30, 45, 60 y 90 dias.
Las muestras se transportaron en bolsas de plastico dentro de hieleras en
refrigeracion a 4 °C al Laboratorio de Investigacion del Departamento de

Parasitologia de la FMVZ de la UNAM. Las muestras se mantuvieron en
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refrigeracidén por un periodo menor a 3 dias para evitar la desecacion de las heces.
Las muestras se examinaron utilizando la técnica de McMaster (22).

Esporulacién de ooquistes

La esporulacion se llevd a cabo de acuerdo con el método descrito por Williams
(39). Los ooquistes que se aislaron del material fecal se suspendieron en 300 ml
de una solucién de dicromato de potasio al 2.5% y se distribuyeron en varios tubos
de centrifuga. Los tubos se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min y el
sobrenadante se descartd. El sedimento se lavo con la solucidén de dicromato de
postasio y se coloco en una caja Petri para incubarse a 28°C bajo una oxigenacion
constante. Las tasas de esporulacion se determinaron al contar 100 ooquistes que
tuvieran los 4 esporoquistes claramente divididos. Se realizaron cinco réplicas y se
contaron a las 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96 y 108 horas (40). Posteriormente, la
esporulacion se verificd diariamente durante dos semanas. Se determinaron las
especies de conformidad con las claves taxondmicas (41) cada 15 dias hasta el
dia 60 y posteriormente al dia 90.

Determinacion de la capacidad antioxidante de la naringenina y del extracto
de cascaras de toronja

El experimento se llevd a cabo de acuerdo con la metodologia desarrollada por Re
et al. (42) y descrita por Kuskoski et al. (43), quienes demostraron que el radical
ABTS+ se obtiene tras la reaccion de ABTS (7 mM) con persulfato potasico (2.45
mM, concentracion final) incubados a temperatura ambiente (x 25 °C) en la
oscuridad durante 16 h.

En este estudio, se anadieron 20 yl de una diluciéon del suero a 980 pl de una

dilucion del radical ABTS+. La absorbancia se midi®6 de forma continua

21

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

transcurridos 7 minutos. El antioxidante sintético de referencia, Trolox, se utiliz6 en
las mismas condiciones. Los resultados se expresaron en TEAC (actividad
antioxidante equivalente a Trolox).

Determinacion de 6xido nitrico

La medicion de los nitritos totales (NO2-) se baso en la reaccion de Griess. Esta
prueba se fundamenta en la deteccion colorimétrica de los metabolitos del
oxido nitrico (NO, y NO3), que constituyen un marcador de la cantidad de
oxido nitrico presente en la sangre y se pueden determinar con facilidad por
su reaccion con el reactivo de Griess (1% Sulfanilamida/0.1% Nafiletileno
diamina dihidrocloridro/2.5% H2PO4). EI NO3; se mide después de la
conversion enzimatica de éste a NO,, por accién de la nitrato reductasa.
Para ello, se colocaron las muestras, por triplicado, y se diluyeron 1:4 en
H,O bidestilada, luego se incubaron durante 20 minutos a 37°C con 5uM de
FAD (Dinucledtido de Adenina y Flavina), 50 uM de NADPH (dinucledtido de
Adenina y Nicotilamida Fosfato) y 200 U/L de nitrato reductasa.
Posteriormente, se agregd 0.001 g/ml de Lactato Deshidrogenasa y 10 mM
de Piruvato de sodio y se incubaron durante 5 minutos. Esta técnica se
realizé en placas ELISA de 96 pozos y fondo plano (Becton Dickinson), en
las que se incluyeron un blanco y un estandar de nitrito de sodio (500 mM)
en solucion amortiguadora de fosfatos de pH=7.4. A cada pozo se le
agregaron 50 ul del sobrenadante de la muestra y 150 ul de reactivo de

Griess. Posteriormente, la placa se incub6é en la oscuridad durante 10
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minutos, y posteriormente, se midid su absorbancia a una densidad 6ptica
de 595 nm en un lector de placas. Las densidades épticas se evaluaron
automaticamente por el lector de ELISA, segun la curva de calibracion
preparada para este experimento. Los resultados de las concentraciones
séricas de O6xido nitrico fueron expresados en su media + desviacion
estandar (x £ d.e.)

Analisis de resultados

Para el analisis estadistico de los datos se utilizé una prueba no paramétrica U de
Mann-Whitney usando el paquete SPSS version 17.0 para Windows (SPSS, Inc.,
Chicago, IL, USA). Para todas las pruebas el nivel de significancia fue ajustado a

P<0.05.
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RESULTADOS

Eficacia anti-Eimeria spp.

En los Cuadros 2 al 8 y la Figura 3 se observa que existio una diferencia
significativa (P<0.05) entre la excrecion de ooquistes de Eimeria de los testigos
con respecto a los grupos que ingirieron la naringenina comercial y el extracto de
cascaras de toronja a partir del dia siete. Por otro lado, la diferencia significativa
(P<0.05) entre la carga parasitaria de los animales tratados con el extracto
comercial y el elaborado en el laboratorio, se presento a partir del dia 30. El dia 90
del estudio, los ovinos tratados con el extracto comercial y el no comercial tuvieron
la misma carga parasitaria que los testigos. En contraste, los animales tratados

con toltrazuril tuvieron una carga parasitaria significativamente menor a la de los

ovinos de los otros grupos desde el dia 3 hasta el 90.

Cuadros 2-8. Excrecion de OPG de Eimeria spp. en ovinos tratados con

naringenina comercial o un extracto etandlico de cascaras de toronja o toltrazuril.

Testigos (agua)
4 mg/kg naringenina comercial

4 mg/kg extracto etandlico de cascaras de

0
0
. 0
toronja
0

20 mg/kg toltrazuril comercial

Literales distintas en la misma columna indican diferencia significativa (U de Mann Whitney P<0.05)
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Tratamiento Dia Media = Desv. Est.

Testigos (agua) 3 2425.00+1722.10°
4 mg/kg naringenina comercial 3 1991.67+1879.51°
4 mg(kg extracto etandlico de cascaras de 3 2325 00+1562.29°
toronja

20 mg/kg toltrazuril comercial 3 760.67+250.82°

Literales distintas en la misma columna indican diferencia significativa (U de Mann Whitney P<0.05)

Tratamiento Dia Media + Desv. Est.
Testigos (agua) 15 4541.67+2207.45%
4 mg/kg naringenina comercial 15 3000.00+651.42°

4 mg(kg extracto etandlico de cascaras de 15 3908 33+643.90°

toronja

20 mg/kg toltrazuril comercial 15 83.33+12.55°

Literales distintas en la misma columna indican diferencia significativa (U de Mann Whitney P<0.05)

| Tratamiento Dia Media + Desv. Est.
a
Testigos (agua) 30 4250.00+2410.22
4 mg/kg naringenina comercial 30 1750.00+162.81°
4 mg(kg extracto etandlico de cascaras de 30 3400.00+372.95°
toronja
20 mg/kg toltrazuril comercial 30 16.67+6.82°

Literales distintas en la misma columna indican diferencia significativa (U de Mann Whitney P<0.05)

Tratamiento Dia Media + Desv. Est.
Testigos (agua) 45 5691.67+3523.19°
4 mg/kg naringenina comercial 45 1406.00+300.53°

4 mg(kg extracto etandlico de cascaras de 45 3083.33+233.15°

toronja

20 mg/kg toltrazuril comercial 45 16.67+3.88°

Literales distintas en la misma columna indican diferencia significativa (U de Mann Whitney P<0.05)
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Tratamiento Dia Media = Desv. Est.

Testigos (agua) 60 4741.67+3344.70°
4 mg/kg naringenina comercial 60 1000.00+344.96°
4 mg/kg _extracto etandlico de cascaras 60 2375 00+172.30°
de toronja

20 mg/kg toltrazuril comercial 60 41.67+12.64°

Literales distintas en la misma columna indican diferencia significativa (U de Mann Whitney P<0.05)

| Tratamiento Dia Media + Desv. Est.
Testigos (agua) 90 3025.00+2208.65°
4 mg/kg naringenina comercial 90 2791.67+1854.92°
4 mg/kg extracto etandlico de cascaras de 90 2916.67+1684.83°
toronja
20 mg/kg toltrazuril comercial 90 766.67+137.28°

Literales distintas en la misma columna indican diferencia significativa (U de Mann Whitney P<0.05)

7000
6000
5000

4000

OPGH

3000
2000

1000

0 r——bt—g °- /

Dia0 Dia 3 Dia7 Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60 Dia 90

Dias después de la administracion del producto experimental o toltrazuril
=@=—Testigos ==@=Naringenina  =@==Extracto de cascara de toronja  ==@==Toltrazuril

Figura 3. Excrecion de OPGH de Eimeria spp. en ovinos tratados con naringenina comercial o un extracto
etandlico de cascaras de toronja o toltrazuril.

Como se ilustra en la Figura 4 y el Cuadro 9, se observd una diferencia

significativa en la eficacia de la naringenina y el extracto de cascaras de toronja
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del dia 30 al 60. Asimismo, se presentd una mayor eficacia anticoccidiana en los
animales tratados con toltrazuril hasta el dia 90 en relacion con los que ingirieron
los extractos de naringenina y cascaras de toronja. La eficacia anticoccidiana de la
naringenina fue de 78.91% a los dos meses post-ingestion. Por otro lado, el
extracto etandlico de cascaras de toronja tuvo una eficacia maxima de 49.91% el

dia 60.

100.00%

80.00%
60.00% m Naringenina
W Extracto de cascara de toronja
40.00% m Toltrazuril
B 0
20.00%
0.00%

Dia 3 Dia7 Dial5 Dia30 Dia45 Dia60 Dia90

Figura 4. Porcentaje de eficacia anti-Eimeria spp. de un extracto comercial de naringenina, uno etandlico
preparado a partir de cascaras de toronja en comparacion con la eficacia anticoccidiana del toltrazuril.

Cuadro 9. Eficacia anticoccidiana de los tratamientos

Dias 3(%) 7 (%) 15(%) 30 (%) 45 (%) 60 (%) 90 (%)
Naringenina 17.87% 32.72° 33.94° 58.82°

E)fgﬁj‘:"decascarade 1412° 20.33° 2947° 2000° 4583° 49.91° 14.60°

Toltrazuril 69.00° 87.00° 98.17° 99.61° 99.61° 99.12° 77.62°

Literales distintas en la misma columna indican diferencia significativa (P<0.05)
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Las especies identificadas en este estudio fueron: Eimeria bakuensis, E.
ovinoidalis, E. crandallis, E. pallida, E. granulosa, E. parva, E. weybridgensis, E.
marisca, E. faurei y E. intrincata. Se identificaron dos de las especies mas
patogenas (E. ovinoidalis y E. bakuensis) y dos de las que se consideran poco

patogenas (E. parva y E. pallida) en ovinos (Cuadro 10).
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Cuadrol0. Especies de Eimeria identificadas durante el estudio.

Dia0

Naringenina
Céscaras de
toronja
Toltrazuril
Testigos

Dia 15

Naringenina
Céscaras de
toronja
Toltrazuril
Testigos

Dia 30

Naringenina
Céscaras de
toronja
Toltrazuril
Testigos

Dia 45

Naringenina
Céscaras de
toronja
Toltrazuril
Testigos

Dia 60

Naringenina
Céscaras de
toronja
Toltrazuril
Testigos

Dia 90

Naringenina
Céscaras de
toronja
Toltrazuril
Testigos

Eimeria ovinoidalis

Eimeria ovinoidalis

Eimeria ovinoidalis

Eimeria ovinoidalis

Eimeria ovinoidalis

Eimeria ovinoidalis

3
18

22
27

28
27

16
29

27

17
26

25
27

20
28

26
24

24
25

24

23
20

Eimeria bakuensis
40

32
15
13

Eimeria bakuensis
24

27
12
37

Eimeria bakuensis
25

28
17
30

Eimeria bakuensis
25

27
19
29

Eimeria bakuensis
27

27
16
30

Eimeria bakuensis
23

26

24
27

29

Eimeria parva
35

28
17
20

Eimeria parva
28

25
23
24

Eimeria parva
23

31
22
24

Eimeria parva
21

26
27
26

Eimeria parva
24

28
26
22

Eimeria parva
22

20
29
29
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Eimeria pallida
23

26
22
29

Eimeria pallida
22

25
27
26

Eimeria pallida
28

24
26
20

Eimeria pallida
26

23
25
26

Eimeria pallida
29

27
21
23

Eimeria pallida
24

26
23
27
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Determinacion de la capacidad antioxidante de la naringenina comercial y el
extracto de cascaras de toronja

El Cuadro 11 y la Figura 5 muestran los valores relacionados con la capacidad
antioxidante del suero de animales que recibieron la naringenina comercial, el
extracto etanodlico de cascaras de toronja, la formulacion comercial de toltrazuril y
los testigos. El analisis de los resultados indicd que existio una mayor (P<0.05)
capacidad antioxidante en el suero de los ovinos complementados con la
naringenina comercial en comparacién con los que recibieron el extracto etandlico
de cascaras de toronja. Este ultimo compuesto tuvo la misma capacidad
antioxidante que el toltrazuril. Los testigos mostraron una capacidad antioxidante
significativamente (P>0.05) menor hasta el dia 60. El dia 90 la capacidad

antioxidante fue similar (P>0.05) en los cuatro grupos de animales.

Cuadro 11. Capacidad antioxidante de la naringenina comercial, extracto de
cascaras de toronja y toltrazuril en comparacién con los testigos.

Media + Desv. Est.

ABTS Testigos Naringenina Cascaras de toronja Toltrazuril

Dia 0 27.87+2.19% 25.26+2.29° 26.27+1.27° 28.38+0.95°
Dia7 25.42+0.89° 40.94+2.00° 27.8+1.45°% 30.31+2.77¢
Dia 14 25.2+2.76% 45.9+2.16°" 30.54+1.34°¢ 30.52+2.90°¢
Dia 21 21.75+3.25*% 49.43+1.30° 31.21+0.99°¢ 30.52+2.16°¢
Dia 28 19.4+0.96° 52.63+1.19° 34.46+2.57°¢ 30.76x+1.54°
Dia 35 14.71+1.38% 54.7+3.24° 35.02+1.31°¢ 32.28+1.07°
Dia 42 16.46+.121° 55.43+2.59° 36.74+1.00° 32.99+2.03°¢
Dia 49 18.18+2.41% 56.37+1.28"° 37.28+2.17° 33.01+1.93°¢
Dia 56 20.52+2.87% 58.98+3.36° 39.87+1.47°¢ 33.47+0.94°
Dia 90 24.32+1.55% 28.76+2.86° 25.41+1.15°% 27.3+1.02°%

Literales distintas en la misma fila indican diferencia significativa (P<0.05)
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CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EQUIVALENTE A
TROLOX

== Testigos = Naringenina Céscaras de toronja == Toltrazuril

70
60
50
40
30
20
10

MMI/L

DiA 0 DiA 7 DiA 14 DIiA 21 DiA28 DIiA35 DiA42 DiA49 DIA56 DIA 90

Figura 5. Capacidad antioxidante de la naringenina comercial, extracto de cascaras de toronja y toltrazuril en

comparacion con los testigos.
Medicién de 6xido nitrico

La produccion de oxido nitrico (NO) fue significativamente mayor en el grupo
testigo con respecto a los otros tres grupos de animales (Figura 6 y Cuadro 12).
En los ovinos tratados con toltrazuril disminuy6 significativamente la generacion de
oxido nitrico a partir del dia 28 y hasta el dia 56 en relacion con los ovinos
complementados con la naringenina o el extracto elaborado a partir de las
cascaras de toronja, mientras que los valores de Oxido nitrico aumentaron
significativamente 90 dias después de la administracion de los extractos y

toltrazuril.
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Figura 6. Determinacion de la produccion de 6xido nitrico en borregos infectados con Eimeria spp.

Cuadro 12. Determinacion de la produccion de éxido nitrico en los ovinos
infectados con Eimeria spp.y tratados con flavonoides o toltrazuril

Naringenina Extracto de cascaras Toltrazuril Testigos
Dia0 44.58+1.15% 45.06+1.27° 46.48+0.71%  45.26+0.47°
Dia7 41.76+1.32° 43.98+1.51° 44.36+0.62" 45.9+1.65°¢
Dia 14 37.82+0.34° 39.02+1.32° 35.98+1.12° 55.41+0.52°¢
Dia 21 28.3+1.30° 30.65+1.39° 26.66+0.96° 51.24+0.60°¢
Dia 28 24.58+0.69° 26.71+1.53° 12.99+1.67°  52.94+1.04°
Dia 35 24.87+0.44% 25.8+0.97° 12.95+#1.12°  55.57+0.80°
Dia 42 20.25+0.51°% 22.15+1.10° 13.0740.61°  55.67+1.49°
Dia 49 20.97+1.16° 21.67+0.72° 11.19+41.14°  52.29+0.67°
Dia 56 20.47+1.06° 20.22+0.81° 12.44+1.64°  52.76+1.80°
Dia 90 38.65++0.782 40.05+0.73% 25.44+1.39"° 50.97+1.02°¢

Literales distintas en la misma fila indican diferencia significativa (P<0.05)
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Variables farmacocinéticas de los dos grupos de animales dosificados con
naringenina comercial o extracto etandlico de cascaras de toronja

En el cuadro 13 se muestran los promedios + 1 Error Tipico de las variables
farmacocinéticas de los dos grupos evaluados. En la figura 7 se presenta la
curva de concentracion contra tiempo de los dos grupos analizados. No se
observd diferencia significativa entre el Tmax de la naringenina comercial en
comparacion con el extracto obtenido en el laboratorio, ya que el tiempo requerido
para alcanzar la concentracibn maxima en la sangre después de la administracion
de la naringenina comercial por una via extravascular fue de 2.1663 +0.601,
mientras que para el extracto etandlico de cascaras de toronja fue de 2.5150
+0.417. Sin embargo, la Cnax fue significativamente diferente para ambos
compuestos, pues la naringenina tuvo un nivel maximo plasmatico de 1.944

+0.408 y la Crmsx para el extracto de cascara de toronja fue de 0.8054 +0.118.

Cuadro 13. Variables farmacocinéticas obtenidas en ovinos dosificados a razén de

4 mg/kg con naringenina o un extracto etandlico de cascaras de toronja

administrados por via oral (PO).

Extracto etandlico de cascaras

Naringenina comercial

de toronja
VARIABLE PROMEDIO ERROR PROMEDIO ERROR
AUC 10.4521 +0.425 6.1742 +0.488
G 1.9400 +0.408 0.8054 +0.118
T max 2.1663 +0.601 2.5150 +0.417
T% elim 2.5478 +0.240 3.6217 +0.302
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15
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Tiempo (Horas)

Naringenina comercial

= Extracto etanolico de cascaras de toronja

Figura 7. Curva comparativa de concentracion vs. tiempo para AUC y Cnaxde naringenina o extracto
etandlico de cascaras de toronja.
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DISCUSION

En el presente estudio se determiné el efecto inmunomodulador de la naringenina
comercial y de un extracto etandlico de cascaras de toronja administrados
oralmente a ovinos con una infeccion natural con coccidias del género Eimeria
spp. con el objetivo de obtener informacion que permitiera recomendar el uso de
extractos de citricos como una alternativa para el control de la coccidiosis en
corderos. El analisis de los resultados obtenidos demostré que los ovinos tratados
con la naringenina comercial presentaron una reduccion significativa en la
excrecion de ooquistes fecales (p<0.05) a partir de los 7 dias después de la
ingestidn de la misma, en contraste con el grupo testigo y el que ingirié el extracto
etandlico de cascaras de toronja. No obstante, ambos grupos excretaron
significativamente menos ooquistes que los animales testigo (p<0.05).
Previamente se demostr6 que la naringenina posee actividad contra
Cryptosporidium parvum (33) y Plasmodium spp. de una manera tiempo y
concentracion-dependiente (44, 45, 46). En estos casos, el efecto de la
naringenina sobre el parasito fue toxico, al afectar su supervivencia y crecimiento
in vitro. Asimismo, en estudios de la eficacia anticoccidiana en aves infectadas con
Eimeria spp. a las que se les administraron los siguientes extractos de plantas con
activos antioxidantes: Tulbaghia violacea (35 g/kg), Vitis vinifera (75 mg/kg) vy
Artemisia afra (150 mg/kg) se observé un aumento en la conversion alimenticia
similar a la que se obtiene con el estandar dorado que en ese estudio fue el
anticoccidiano comercial (47). En ese experimento se demostré que la naringenina
posee propiedades antioxidantes que interfieren directamente con los radicales
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libres y por consiguiente restauran el equilibrio de los oxidantes/antioxidantes para
atenuar las lesiones causadas por Eimeria spp. Entre los factores nutricionales, las
dietas ricas en antioxidantes han demostrado ser relevantes para el crecimiento y
mantenimiento de la salud productiva y reproductiva de los animales. Los
antioxidantes son moléculas que reducen el estrés oxidativo provocado por los
niveles elevados de las especies reactivas de oxigeno (ROS) y radicales libres
que inician reacciones en cadena en la célula, las cuales resultan en la muerte o
dafio de la misma. Los radicales libres reaccionan con los acidos grasos
poliinsaturados que inician un proceso conocido como peroxidacién lipidica. En los
sistemas vivos, la peroxidacion lipidica cambia la actividad enzimatica y estructura

de los aminoacidos y por consiguiente provoca toxicidad celular (48)

Con respecto a los resultados relacionados con la capacidad antioxidante de la
naringenina en el presente estudio, se observdé que el extracto comercial de
naringenina posee significativamente mayor capacidad antioxidante que el
extracto etandlico de cascaras de toronja y que el toltrazuril. La actividad
antioxidante de la naringengina coincide con estudios previamente documentados
(49, 50, 51, 52), los cuales sefalan que la naringenina es rica en grupos OH que
proporcionan atomos de hidrogeno a los radicales libres para bloquear la reaccidn
en cadena de oxidacion. Asimismo, se ha afirmado que la naringenina debe sus
caracteristicas antioxidantes a la presencia de anillos fendlicos que actuan como
trampas de electrones al “recoger” los peroxiradicales y aniones superéxido (53,
54). El uso de antioxidantes como alternativas anticoccidianas se vislumbra como

una propuesta viable para el control de esta parasitosis. Actualmente, el uso de
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extractos de plantas con potencial antioxidante ha ganado importancia particular
en vista de la restriccion en el uso de compuestos sintéticos contra las infecciones
por coccidias, a causa de la emergencia de la resistencia farmacologica y los
residuos de medicamentos (55). Por consiguiente, el uso de antioxidantes
naturales podria subsanar las dificultades relacionadas con el uso de farmacos
sintéticos, ya que no solamente son productos naturales, sino que también poseen
nuevas moléculas contra las que no se han seleccionado genes de resistencia
todavia. El uso de antioxidantes naturales también podria satisfacer el interés
creciente de los consumidores sobre la seguridad de los productos alimenticios de

origen animal.

En el presente estudio, los ovinos que ingirieron la naringenina comercial como el
extracto etandlico de cascaras de toronjas excretaron menos ooquistes de Eimeria
spp. con respecto al grupo testigo. En este trabajo no se obtuvo evidencia sobre el
mecanismo anticoccidiano observado después de la administracion de la
naringenina. Sin embargo, un estudio en el cual se administré el flavonoide
antioxidante xantohumol a aves con coccidiosis (56) demostré la actividad del
polifenol contra diferentes especies de Eimeria en aves al reducir las lesiones
intestinales y la excrecién de ooquistes de este protozoario en relacion con los
testigos. La reduccion en la invasion del intestino y eliminacion de ooquistes en
heces se asocidé con el dafio a la porcion anterior de los esquizontes. Asimismo,
estudios previos (57) han documentado que los efectos favorables que ejercen los
polifenoles en los animales parasitados son provocados por la disminucién del

estrés oxidativo generado como mecanismo de defensa del huésped (58). Otra
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planta con flavonoides, Ageratum conyzoides, mostré una reduccién significativa
en el estrés oxidativo causado por E. tenella en aves que la ingirieron a razén de
500-1000 mg/kg. Los parametros productivos de las aves, tales como conversion
alimenticia y ganancia de peso aumentaron; mientras que las lesiones intestinales

provocadas por Eimeria disminuyeron (59).

Con respecto a las especies de Eimeria spp. patégenas y de baja patogenicidad
que fueron identificadas y cuantificadas, no se observo diferencia significativa
(P<0.05) en el porcentaje de estas especies de Eimeria en los cuatro grupos de
animales, excepto el dia 90, en el cual el porcentaje de E. ovinoidalis fue
significativamente (P<0.05) mayor en los testigos con respecto a los otros tres
grupos. La explicacion de este resultado no fue determinada, no obstante, se
especula que el tejido intestinal de los ovinos que no recibieron los extractos de
citricos o el toltrazuril present6 mayor dafo y por consiguiente el tejido epitelial fue

mas susceptible a las acciones patdgenas de esa especie.

Otro de los mecanismos benéficos que se han observado después de la
administracion de naringenina es su efecto sobre la induccion de oxido nitrico
(NO). En el presente estudio tanto la naringenina como el extracto etandlico de
cascaras de toronjas redujeron la produccion de o6xido nitrico en los ovinos
infectados con Eimeria spp. Hasta donde se tiene conocimiento, éste es el primer
estudio que demuestra la actividad de la naringenina sobre la generacion de NO.
El mecanismo preciso mediante el cual la naringenina disminuyé la produccién de
NO no fue investigado en este trabajo. Sin embargo, no se descarta la posibilidad

de que la actividad reguladora de la naringenina sea una consecuencia directa de
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reducir la carga parasitaria, lo cual finalmente resulta en la induccion de menos
mediadores inflamatorios. Es decir, los macréfagos en reposo carecen de iNOS
para iniciar la sintesis de NO. La expresion de iNOS puede ser iniciada por varios
estimulos, entre los cuales se incluyen los patdégenos o moléculas asociadas a
patogenos (60). A pesar de su funcién para eliminar al agente infeccioso, la
produccion excesiva de NO también puede ser detrimental para el huésped (61).
Se ha demostrado que la incubacion de macréfagos aviares con lisados crudos del
merozoito de E. tenella producen altos niveles de NO aparentemente regulados
por la expresion de iINOS, lo que se asocia con una inflamacion intensa, dafo a las
células epiteliales del intestino y un aumento en la invasion por E. tenella (62). El
blanco principal del estrés nitrosativo es la deplecion del glutation reducido (GSH)
mediante su nitrosilacion, lo cual exacerba el estrés oxidativo y provoca que las
células sean mas susceptibles a patologias (63). A pesar de que no se tiene
conocimiento de estudios previos en los que se demostré la actividad de la
naringenina sobre la generacion de NO en coccidiosis de rumiantes, se cuenta con
suficientes aseveraciones publicadas que sustentan su efectividad para reducir los

niveles de NO (61, 64, 65, 66).

La eficacia anticoccidiana producida tanto por el extracto de naringenina como por
el de cascaras de toronja no puede considerarse elevada ni viable desde el punto
de vista comercial, ya que fue inferior al 90%. Una posible causa de esta eficacia
baja puede deberse al comportamiento farmacocinético de los extractos. En el
experimento respectivo, se demostré que después de la administracién oral, los

extractos comercial y de cascaras de toronjas alcanzaron una concentracién pico
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en el plasma dentro de las primeras 2.5 a 3 horas, declinando posteriormente en
un lapso de 8 horas post-administracion. Este resultado es similar al de Ma et
al.(67), quienes observaron concentraciones plasmaticas dentro de los primeros
15 minutos después de la administracion de 30, 90 6 270 mg/kg de un extracto de
naringenina comercial igual al utilizado en el presente trabajo a ratas Wistar por
via oral. La Cnax fue alcanzada a las 0.5, 2 y 2 horas respectivamente. En ese
estudio se demostré que existe una relacion dosis-dependiente después de la
administracion de las tres dosis en ratas. En el presente trabajo no se utilizaron
diferentes dosis. Con respecto a la Cmax que se alcanzoé con la naringenina en esta
tesis (1.9400 con el extracto comercial y 0.8054 con el etandlico de cascaras de
toronjas), este ultimo resultado es similar al de este autor (67, 68) quienes lograron
tener una concentracion maxima de naringenina en el plasma de ratones de
776.06 ng/ml con un extracto comercial. La diferencia en los resultados del
presente trabajo con los del autor referido podria explicarse a causa del modelo
animal utilizado, ya que el metabolismo gastrointestinal es diferente en las

especies rumiantes (69).

En vista de lo anteriormente sefalado, se sugiere que en futuros estudios se
administre la naringenina o el extracto etandlico de cascaras de toronja con mayor
periodicidad a fin de mantener las concentraciones plasmaticas durante un mayor
tiempo y permitir un incremento en la exposicidon de los parasitos a estos

flavonoides.
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CONCLUSION

Los hallazgos del presente estudio son los primeros que demuestran que la
naringenina y el extracto etandlico de cascaras de toronja son inmunomoduladores
de respuestas de estrés oxidativo y nitrosativo inducidas por Eimeria en ovinos
con una infeccion natural. La reduccion de los mediadores inflamatorios, tanto
especies reactivas de oxigeno como oxido nitrico, ejercido un efecto favorable al
disminuir la excrecion de ooquistes del parasito. Se sugiere realizar estudios
futuros para dilucidar el mecanismo de accion o vias de sefializacion a través de
las cuales se llevo a cabo este efecto in vitro e in vivo utilizando el modelo animal
correspondiente al huésped natural de esta infeccidn, o bien, sus células. De este
modo sera posible explorar la relevancia de la naringenina para controlar las

respuestas inflamatorias severas que son inducidas por Eimeria.
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