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RESUMEN 

PÉREZ FONSECA AGUSTÍN. “Determinación del efecto anticoccidiano in vitro de 

la naringenina y cáscaras de toronja deshidratadas (Citrus x paradisi).” 

Los anticoccidianos son los fármacos de elección para el control de la coccidiosis, 

pero la necesidad de tener alternativas naturales para este fin ha promovido que se 

investiguen plantas, sus subproductos y extractos que promuevan el desempeño 

animal y que a la vez puedan reducir la eliminación de ooquistes de Eimeria sin 

dejar residuos farmacológicos. En la presente investigación se realizaron dos 

experimentos independientes para evaluar el efecto de la naringenina y las cáscaras 

deshidratadas de toronja sobre la infección con Eimeria y sobre la integridad 

intestinal. En el primer experimento se utilizó un cultivo celular con Células 

Endoteliales de la Vena del Cordón Umbilical Bovino (BUVEC) infectadas con 

esporozoitos de la coccidia caprina Eimeria ninakohlyakimovae e incubadas con 

soluciones de naringenina. Se observó mortalidad de esporozoitos en los grupos 

tratados así como una disminución de la tasa de infección. En el segundo 

experimento, se utilizó un cultivo celular con Células Endoteliales Intestinales 

Caprinas (CIEC) para evaluar la integridad de las células infectadas con 

esporozoitos de la coccidia caprina Eimeria ninakohlyakimovae e incubadas con 

cáscaras deshidratadas de toronja (CDT), así como el porcentaje de infección y 

desarrollo de esquizontes de los parásitos expuestos a CDT. Los grupos CDT y los 

incubados con Toltrazuril (TTZ) incrementaron los valores de la resistencia eléctrica 

transepitelial (TEER), disminuyeron la invasión de los esporozoitos de E. 

ninakohlyakimovae y redujeron el número y el tamaño de los esquizontes/mm2 de 

las células cultivadas. Estos hallazgos demuestran el efecto benéfico de la 

naringenina y las CDT en la coccidiosis caprina in vitro. 
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Abstract 

Pérez Fonseca Agustín. “In vitro anticoccidial effect determination of naringenin 

and dehydrated grapefruit peel (Citrus x paradisi).” 

Anticoccidial drugs are among the preferred resources to control coccidiosis, but the 

need to have natural alternatives has prompted research into plant products that 

improve animal performance and reduce Eimeria oocyst shedding while avoiding 

problems of drug residues. Two studies were conducted to evaluate the effects of 

naringenin and dehydrated grapefruit peels (GDP) on Eimeria infection and intestinal 

health. In the first study, Bovine Umbilical Cord Ebdothelial Cells (BUVEC) were 

cultured and infected with Eimeria ninakohlyakimovae sporozoites and then exposed 

to different concentrations of a naringenin solution. Sporozoites mortality was 

observed as well as a diminished infection rate. In the second study, an in vitro 

culture system was used to evaluate the integrity of caprine epithelial cells infected 

with Eimeria ninakohlyakimovae and incubated with GDP, as well as the infection 

rate and schizont development of parasites exposed to GDP. Transepithelial Electric 

Resistance (TEER) values were increased in GDP and Toltrazuril (TTZ) groups, as 

well as a decreased cell invasion rate of sporozoites of E. ninakohlyakimovae and a 

reduced number and size of schizonts/mm2 of the intestinal cells culture. These 

findings demonstrate the beneficial activities of naringenin and GDP on caprine 

coccidiosis in vitro. 
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1. Introducción 

 

1.1 Generalidades de la coccidiosis 

Las coccidiosis o eimeriosis son causadas por protozoarios que se agrupan 

taxonómicamente 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 reproducción en el tubo digestivo de 

hospedadores específicos (Taylor, 2007). 

La coccidiosis o eimeriosis se considera como la enfermedad parasitaria de mayor 

importancia en rumiantes durante el periodo de destete, debido a las pérdidas 

económicas provocadas por las altas tasas de mortalidad y el retraso del 

crecimiento en los animales infectados. La coccidiosis clínica se desarrolla cuando 

un alto número de ooquistes esporulados acceden al tubo intestinal por ingestión, 

invadiendo las células intestinales del hospedador para, posteriormente, realizar 

una reproducción asexual dentro de las células invadidas, provocando su 

destrucción (Jolley and Bardsley, 2006; Chartier and Paraud, 2012). 

La mayoría de las especies que infectan rumiantes no provocan signos en animales 

adultos, a pesar de que se encuentren cuando se realizan análisis diagnósticos 

estándar. Consecuentemente, es importante diferenciar las especies patógenas de 

las de menor importancia clínica (Kauffman, 1996).  

Se han descrito 16 especies de Eimeria que comúnmente infectan a las cabras, de 

las cuales, E. ninakohlyakimovae, E. arloingi, E. alijevi y E. christenseni son 

consideradas las más prevalentes y patógenas en caprinos (Jolley and Bardsley, 

2006; Chartier and Paraud, 2012). 

 

1.2 Ciclo biológico de Eimeria spp. 

Las especies de Eimeria en rumiantes se desarrollan mediante un ciclo biológico 

directo de 3 estadios. Dentro de las células intestinales del hospedador 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 hospedador, en un ooquiste que protege a los esporozoitos de las condiciones 
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ambientales letales (Levine, 1978). La esquizogonia o merogonia involucra dos 

ciclos en los que los merozoitos se reproducen por fisión múltiple. Después de la 

maduración de los merontes, la célula parasitada del hospedador se rompe y libera 

los merozoitos que penetran a otras células y el ciclo se repite o progresa hacia 

gamogonia o gametogonia. La gamogonia o gametogonia es el estadio sexual del 

desarrollo y la fase terminal en el hospedador. 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 quística que se conoce como ooquiste, el 

cual se excreta del hospedador con la materia fecal. La esporogonia consiste en la 

maduración del ooquiste al exponerse a temperatura, oxígeno y humedad 

favorables. El ooquiste esporulado e infeccioso contiene 4 esporoquistes o 

esporoblastos que en el interior presentan cada uno 2 esporozoitos. La infección del 

hospedador 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 biológico completo dura aproximadamente de 

12 a 28 días, dependiendo de la especie de Eimeria y del hospedador (Chartier and 

Paraud, 2012). 

 

1.3 Patogenia y lesiones de la coccidiosis 

La severidad de la infección por Eimeria depende de dos factores importantes: los 

parásitos como tales y la reacción del hospedador hacia ellos. Ambos causan 

cambios estructurales que reducen la función del tubo intestinal y desencadenan 

una serie de cambios fisiológicos, tales como enteritis catarral, congestión intestinal 

con moco y fibrina; edema en las capas mucosa y submucosa y nódulos grisáceos 

de 1-2 mm de diámetro en la mucosa intestinal debidas al desarrollo de las diversas 

fases del parásito. Histológicamente se observa hiperplasia, pérdida de la superficie 

celular, pérdida de células de la cripta intestinal, atrofia de las vellosidades; lo que 

provocará reducción de la absorción de nutrientes (Mehlhorn, 2016; Urquhart, 1996, 

Chartier and Paraud, 2012). 
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1.4 Manifestaciones clínicas de la coccidiosis 

En los animales que cursan con coccidiosis clínica se observa diarrea acuosa con 

moco y con diversas tonalidades de color que pueden variar, siendo café, verde o 

amarillenta. La presencia de sangre es poco frecuente (Chartier and Paraud, 2012). 

Los animales muestran dolor abdominal, anemia macrocítica hipocrómica, pérdida 

del apetito, deshidratación, tenesmo, debilidad y pérdida de peso. La depresión, 

inactividad y recumbencia también son evidentes. La susceptibilidad de los 

animales hacia la enfermedad se incrementa a las cuatro semanas de edad por la 

condición 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 

presentación de enfermedades en el periodo de adaptación (Tórtora, 2003). 

 

1.5 Respuesta inmune a la coccidiosis 

Los protozoarios del género Eimeria spp son capaces de inducir una respuesta 

inmune funcional. 

Al montarse una respuesta inmune contra la invasión de las coccidias, se activan 

células como los macrófagos y polimorfonucleares (PMNc), cuya función principal 

es la generación de citocinas y especies reactivas de oxígeno (ROS); los neutrófilos 

y leucocitos aumentan la producción de especies reactivas de nitrógeno (NOS), las 

cuales inducirán a la producción de citocinas pro-inflamatorias en la mucosa 

intestinal. 

De igual forma serán activadas las células T CD4+ y CD8+, las cuáles infiltrarán el 

tejido intestinal posterior a la exposición a Eimeria spp (Chartier and Paraud, 2012). 

 

1.6 Diagnóstico de la coccidiosis 

Los animales jóvenes que manifiestan diarrea, deshidratación, debilidad, anorexia 

y emaciación deben ser examinados para diagnosticar eimeriosis. El examen 

microscópico de las heces es el método de diagnóstico más efectivo desde el punto 

de vista costo-beneficio, así como el más sencillo y directo, aunque también se han 

desarrollado métodos serológicos analíticos mediante inmunoensayos (Jolley and 

Bardsley, 2006). El análisis fecal habitual involucra la concentración de los ooquistes 
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de las heces mediante el método de flotación con azúcar o sal, seguido de la 

identificación de las especies mediante la diferenciación microscópica de los 

ooquistes concentrados. La cuantificación de la carga parasitaria puede realizarse 

mediante el conteo de ooquistes en la cámara de McMaster (Figueroa, 2015). Los 

ooquistes son más numerosos entre los días 12 y 28 posteriores a la ingestión de 

ooquistes (Chartier and Paraud, 2012). 

 

1.7 Tratamiento y control de la coccidiosis 

Los fármacos anticoccidianos son el recurso de elección para el control de la 

coccidiosis en diversas especies animales, teniendo como posibles opciones a 

elegir las sulfonamidas, el amprolio, los ionóforos, el decoquinato, toltrazuril y 

diclazuril (Chartier and Paraud, 2012; Ruiz et al., 2012). 

La tendencia mundial actual para el control de la coccidiosis y otras enfermedades 

parasitarias es la de mantener a los animales con cargas parasitarias tolerables, lo 

cual estimulará la inmunidad y prolongará la aparición de resistencia a los fármacos 

anticoccidianos (Torres-Acosta et al., 2012). Dichas prácticas han demostrado 

resultados positivos en el control de la coccidiosis aviar (Alnassan et al., 2015; 

Nogareda et al., 2015). 

Además, se ha observado que el desarrollo de inmunidad después de una infección 

por coccidias es rápido, por lo que se han dedicado varias investigaciones a 

encontrar productos administrados con fines profilácticos que proporcionen un nivel 

de protección suficiente al animal expuesto para permitir que desarrolle inmunidad 

propia (Greif 2000). 

2. Revisión de literatura 

En la actualidad, el manejo de las enfermedades parasitarias incluye diferentes 

alternativas y una combinación de estrategias que persiguen el objetivo de realizar 

un control sustentable, manteniendo a los animales con cargas parasitarias 

tolerables que estimulen la inmunidad y así prolongar el tiempo de aparición de 

resistencia a los antiparasitarios. Dentro de estas alternativas se contempla el uso 

de alimentos con principios bioactivos que hayan mostrado un efecto contra agentes 
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etiológicos específicos (Hoste, 2015). 

Con base en el principio de que el uso de plantas medicinales, ingredientes o 

alimentos que posean metabolitos con propiedades bioactivas son estrategias 

alternativas para controlar las parasitosis (Waller 2004), y en este caso particular la 

coccidiosis, una de las estrategias que se pueden utilizar para la prevención 

(profilaxis) de esta enfermedad es la de servir raciones complementadas con una 

selección de ingredientes con propiedades antiparasitarias que pueda mejorar la 

salud de los animales y brindar un control efectivo. 

Para lograr esto, en el caso específico de la coccidiosis, se ha propuesto el uso de 

plantas con principios bioactivos que muestren un efecto anticoccidiano (Hoste, 

2011; Wunderlich, 2014). Además, se ha documentado el efecto benéfico de plantas 

sobre la salud animal que puede ser alcanzado al utilizar tratamientos con base en 

plantas y sus derivados (Hoste, 2015; Lima, 2019; Saratsi, 2020).  

Así mismo, la identificación y utilización de las sustancias activas provenientes de 

plantas permitirá la reducción de residuos químicos en los productos de origen 

animal, así como la prolongación del tiempo de aparición de resistencia a los 

fármacos más utilizados (Nordi, 2014), lo que se observará en la salud y la 

inmunidad contra las enfermedades (Patra, 2009). 

El uso y efectos de las plantas y sus extractos sobre los parásitos es ampliamente 

conocido (Kauffman, 1996; Waller, 2004; Hoste, 2006; Alonso-Diaz, 2011; Hoste, 

2015) por lo que se propone que el uso de terapéuticos de origen vegetal con 

potencial en la medicina veterinaria.  

Los subproductos de la industria de alimentos pueden ser utilizados en la 

producción animal con dos propositos específicos: disminución de costos y 

disminución del impacto ambiental (Gungor, 2021; Rakita, 2021; Tamiru, 2021). La 

cáscara y pulpa de las frutas del género Citrus son un ejemplo de cómo un 

subproducto de la industria puede ser incorporado a la alimentación animal debido 

a su alto contenido de sustancias bioactivas (Nordi, 2014; Tayengwa, 2021). Se ha 

demostrado que la pulpa y cáscarás de los cítricos contienen compuestos 
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polifenólicos con diversos efectos biológicos conocidos (Sun, 2013; Dourado, 2015; 

Wang, 2015).  

De igual forma, se ha demostrado que su inclusión en la dieta de ovinos reduce las 

cargas parasitarias causadas por nematodos e incrementa las ganancias de peso 

(Nordi, 2014).  

En un estudio previo se demostró que un extracto de naringenina, una flavanona 

presente en la cascara de troronja, podía disminuir la eliminación de ooquistes en 

ovinos infectados naturalmente con Eimeria spp, además de disminuir la producción 

de especies reactivas de oxígeno (ROS) y aumentar la capacidad antioxidante en 

los animales infectados (Pérez-Fonseca et al., 2016). 

 

2.1 Flavonoides 

Las cáscaras de los cítricos poseen numerosos flavonoides como los 

polimetoxilados, las flavanonas glicosiladas, flavonoles y el ácido fenólico entre 

otros (Anagnostopoulou, 2005). 

Los flavonoides son un grupo de compuestos polifenólicos que poseen gran 

importancia en los vegetales. Se han identificado más de 8,000 compuestos de tipo 

flavonoide (Benavente-García, 2008). Estos compuestos han demostrado tener 

diversas actividades farmacológicas como inhibición enzimática, anti inflamatorios 

y anti oxidantes (Ishii, 1996). Gran parte de la actividad de los flavonoides tiene lugar 

sobre las células endoteliales, por lo que importante parte de la investigación que 

se ha realizado sobre las flavanonas de Citrus ha sido estudiando su actividad sobre 

la inflamación (García-Lafuente, 2009). 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 oxígeno (Benavente-

García, 2008). En los últimos años se ha sustentado la idea de que ciertos 

flavonoides son moduladores de la expresión de genes pro-inflamatorios, 

favoreciendo la atenuación de la respuesta inflamatoria. Se ha demostrado que los 

flavonoides inhiben la producción de óxido nítrico en respuesta al estímulo 

inflamatorio (García-Lafuente, 2009). Asimismo, se ha comprobado la actividad de 
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los flavonoides como antiprotozoarios, principalmente contra Trypanosoma, 

Leishmania (dos Santos, 2012) Cryptosporidium parvum (Mead,2006), y 

Plasmodium falciparum (Tasdemir, 2006). 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 parásitos de los efectos de la respuesta inmune 

del hospedador. Un ejemplpo de esto es la estimulación de citocinas protectoras 

hacia el mismo hospedador. Así mismo, se ha demostrado la capacidad de estos 

compuestos para inducir la apoptosis de protozoarios parásitos (Tasdemir, 2006).  

Existe un amplio rango de flavonoides, entre los que se mencionan la naringenina, 

hesperedina, catequina, epicatequina, quercetina y genisteina entre otras 

(Vafeiadou, 2009). La naringenina (4’,5,7-trihidroxiflavanona) es una flavanona 

predominante en Citrus y tiene un rango amplio de actividades farmacológicas.Esta 

flavanona está presente en las cáscaras 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 (Ting, 2011; Chen, 2017). Otra de sus propiedades es la de bloquear la 

producción de óxido nítrico (Min-Hsiung, 2009). La naringenina ejerce parte de su 

efecto anti-inflamatorio mediante la inhibición de la producción de óxido nítrico y 

prostaglandina E2 (Bodet, 2008). Además, la naringenina tiene la habilidad de 

activar a los PMNc para inducir actividad citotóxica (Ishii, 1996). 

La naringenina y otros flavonoides han demostrado proteger la integridad de las 

uniones estrechas de las células intestinales que es la barrera mucosa intestinal 

(Chen and Kitts, 2017). Esta barrera queda expuesta cada vez que una carga alta 

de ooquistes de Eimeria spp es inigerida o cuando se presenta una deficiente 

respuesta inmune (Chartier and Paraud, 2012; Walker, 2015). El potencial 

anticoccidiano y antioxidante de los subproductos cítricos contra Eimeria ha sido 

previamente descrito en corderos in vivo (Perez-Fonseca, 2016). 

Desafortunadamente, aún no hay evidencias de los efectos de estos subproductos 

o sus extractos en cultivos celulares de células caprinas infectadas con Eimeria 

ninakohlyakimovae.  

El mecanismo exacto por el cual la naringenina o el extracto de cáscaras de toronja 
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disminuyen la eliminación de ooquistes de Eimeria en pequeños ruminates no ha 

sido descrito; sin embargo, no se descarta la posibilidad de que el efecto 

coccidiostático observado después de la ingestión de un extracto comercial de 

naringenina (>98% pureza) en corderos sea una consecuencia directa de un efecto 

tóxico de los flavonoides sobre los protozoarios (Perez-Fonseca et al., 2016). Por lo 

tanto, la reducción en la carga parasitaria resulta en una disminución de la inducción 

de mediadores inflamatorios y mecanismos oxidativos. Debido a esto, se propone 

el uso de un cultivo celular para obtener evidencia que pueda demostrar el efecto 

tóxico de las flavanonas sobre los parásitos Eimeria directamente expuestos al 

extracto de cítricos. Además, la disminución de la carga parasitaria en los animales 

que han sido tratados con extractos de cítricos puede deberse a un efecto de las 

flavanonas sobre la integridad de la barrera intestinal. 

Por lo tanto, el objetivo de este studio fue el explorar el efecto la naringenina y de 

un extracto de cáscaras de toronja sobre el porcentaje de infeción y desarrollo de 

esquizontes de E. ninakohlyakimovae in vitro  
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3. Hipótesis 

La administración de naringenina comercial ejerce un efecto anticoccidiano en 

cultivos in vitro infectados con protozoarios del género Eimeria ninakohlyakimovae. 

La administración de cáscaras de toronja pulverizadas ejerce un efecto 

anticoccidiano en cultivos in vitro infectados con protozoarios del género Eimeria 

ninakohlyakimovae. 
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4. Objetivos 

4.1 Objetivos generales 

Determinar si la naringenina comercial y un pulverizado de cáscaras de toronja 

deshidratadas ejercen un efecto anticoccidiano en cultivos celulares. 

4.2 Objetivos específicos 

• Determinar el efecto de la naringenina comercial en un cultivo in vitro. 

• Determinar el efecto del pulverizado de cáscaras de toronja deshidratadas 

en un cultivo in vitro.  
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5. EXPERIMENTO 1 

Determinación del efecto anticoccidiano del extracto comercial de naringenina in 

vitro. 

5.1 Material y métodos 

5.1.1Estudios in vitro 

Los estudios in vitro se realizaron con la colaboración de la Dra. Liliana Silva del 

Institute of Parasitology de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Justus Liebig 

University Giessen, en Giessen, Alemania.  

 

5.1.2 Parásitos 

La cepa de E. ninakohlyakimovae usada en el presente estudio fue proporcionada 

por la Dra. Liliana Silva del Institute of Parasitology de la Facultad de Medicina 

Veterinaria de la Justus Liebig University Giessen, en Giessen, Alemania. Esta cepa 

ha sido mantenida por pasajes en cabritos machos libres de parásitos. Para la 

obtención de esporozoitos, estos fueron desenquistados de los ooquistes 

esporulados de acuerdo a la técnica descrita por Hermosilla et al. (2002), y 

posteriormente fueron suspendidos en medio ECGM modificado (ECGM Endothelial 

Cell Growth Medium (30%) + Medium 199 (70%) + 1% PS + 10% suero fetal bovino) 

(Carrau, 2016). 

5.1.3 Cultivo celular 

Se usaron Células Endoteliales de la Vena del Cordón Umbilical Bovino (BUVEC). 

Estas células fueron aisladas de acuerdo a Taubert (2006) y cultivadas en medio 

ECGM modificado. Para determinar la influencia de los tratamientos, las BUVEC 

fueron cultivadas en placas de cultivo celular de 12 pozos y se incubaron a 37ºC y 

5% CO2, cambiando el medio de cultivo cada 2 días hasta que las células fueron 

confluentes (Cervantes-Valencia, 2018). 
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5.1.4 Efecto de la nringenina sobre la viabilidad, tasa de infección y porcentaje de 

reproducción de los esporozoitos de Eimeria ninakohlyakimovae 

 
5.1.4.1 Naringenina comercial 

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

Aldrich T66001), y se usó a dosis de 0.5 µM, 1.0 µM, 2.0 µM, 4.0 µM y 8.0 µM 

basado en estudios previos (Cervantes, 2018). Previo a esto, se preparó una 

solución madre 20 mM añadiendo 11 mg de naringenina a 1500 µl de 

dimetílsulfóxido (DMSO). 

Esta solución madre fue utilizada para realizar las diferentes diluciones previamente 

mencionadas en Medio de Crecimiento de Células Endoteliales modificado 

(ModECGM). 

Los diferentes tratamientos se prepararon de la siguiente manera: 

Control (T01) = 5 ml ModECGM  

DMSO (T02) = 5 ml ModECGM + 2 µl DMSO 

8µM (T03) = 10 ml ModECGM + 2 µl DMSO + 4 µl solución madre de naringenina 

(20mM)  

4 µM (T04) = 5 ml ModECGM + 2 µl DMSO + 5 ml de 8 µM naringenina 

2 µM (T05) = 5 ml ModECGM + 2 µl DMSO + 5 ml de 4 µM naringenina 

1 µM (T06) = 5 ml ModECGM + 2 µl DMSO + 5 ml de 2 µM naringenina  

0.5 µM (T06) = 5 ml ModECGM + 2 µl DMSO + 5 ml de 1 µM naringenina  

 

5.1.4.2 Ensayos de viabilidad de los esporozoitos de E. ninakohlyakimovae  

Para determinar si el tratamiento fue capaz de producir daño en los esporozoitos de 

E. ninakohlyakimovae, se utilizaron 4x106 esporozoitos recién desenquistados por 

tratamiento y fueron resuspendidos en los distintos tratamientos e incubados a 37ºC 

y 5% de CO2 durante 60 minutos y 4 horas, en dos experimentos independientes. 

La viabilidad de los esporozoitos fue verificada mediante el método de tinción de 

azul de Trypan (Sigma). Con esta tinción, los parásitos que no fueron teñidos se 

consideraron viables y los que fueron teñidos se consideraron muertos. 
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El porcentaje de esporozoitos muertos se calculó de acuerdo con la siguiente 

fórmula: 

 

% 𝑚𝑢𝑒𝑟𝑡𝑜𝑠 =
muertos

𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 (𝑣𝑖𝑣𝑜𝑠 + 𝑚𝑢𝑒𝑟𝑡𝑜𝑠)
 x 100 

 

5.1.4.3 Tasa de infección de esporozoitos de E. ninakohlyakimovae 

Para determinar si hubo un efecto remanente del tratamiento sobre los esporozoitos 

de E. ninakohlyakimovae, el cual resulte en una menor capacidad para infectar 

células del hospedador comparado con parásitos no tratados (testigo negativo), 

después que los parásitos fueron incubados en el tratamiento, se centrifugaron a 

1200 rpm por 12 min, se eliminó el sobrenadante y los parásitos fueron lavados en 

medio ECGM modificado dos veces para eliminar cualquier residuo del tratamiento. 

Se infectaron pozos de células confluentes BUVEC con esporozoitos de E. 

ninakohlyakimovae, y se incubaron durante 24 h a 37ºC y 5% de CO2. A las 24 horas 

post-infección, se determinó la tasa de invasión. A las 24 y 48 horas post-infección 

(hpi), se contaron las células infectadas y las células totales de 4 campos visuales 

por tratamiento. Para determinar la tasa de infección se utilizó la siguiente fórmula: 

 

𝑃𝑜𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑗𝑒 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑓𝑒𝑐𝑐𝑖ó𝑛 =
𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑖𝑛𝑓𝑒𝑐𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠 

𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠
 × 100 % 
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5.1.4.4 Inhibición del porcentaje de reproducción 

La evaluación del desarrollo del ciclo intracelular de Eimeria se determinó a los días 

8 y 15 días post-infección. El día 8 se contaron los esquizontes, considerando un 

máximo de 50 campos microscópicos con o sin esquizontes. El día 15 se contaron 

los esquizontes maduros. El grado de desarrollo se expresó como número de 

esquizontes por mm2 (Odden, 2019).  

5.1.4.5 Determinación de la concentración inhibitoria 50% de la naringenina (Sigma-

Aldrich®) contra Eimeria in vitro  

Se determinó la concentración de naringenina capaz de inhibir al 50% de los 

parásitos (IC50). 

5.2 Analisis de datos 

 
Determinación de la concentración inhibitoria 50% de la naringenina 

Para determinar la IC50 se uso la regresión probit usando el programa GraphPad 

Prim 8 (GraphPad Software Inc. USA) para tres experimentos independientes 

realizados por triplicado. Para el resto de los ensayos se realizaron las pruebas de 

de ANDEVA y Tukey para comparar la actividad en los diferentes grupos 

experimentales. Los datos están expresados como media ± EE. Las diferencias se 

consideraron significativas cuando P < 0.05. 

 

5.2.1 Estudio in vitro  

Los anális se realizaron usando el programa GraphPad Prism versión 9 para MacOs 

(GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com). 

5.2.2 Tasa de infección de Eimeria  y desarrollo de esquizontes  

El porcentaje de células infectadas por Eimeria se calculó como la media  ± S.E.M. 

de al menos 5 replicas independientes. El nivel de significancia para las diferencias 

en ivasión por parásitos, número y tamaño de esquizontes fue de 0.05. La prueba 

de Shapiro-Wilk se usó para determinar la normalidad. Los datos distribuidos 

normalmente fueron analizados usando un análisis de varianza (ANDEVA) y la 
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prueba de t de Dunnett (Tukey). Si la distribución normal no se cumpliese, se usó la 

prueba de Kruskal-Wallis. 

5.2.3 Viabilidad celular 

Los datos fueron comparados usando una prueba ANDEVA de una sola vía. Las 

diferencias fueron comparadas usando una prueba de Tukey con P < 0.05 

representando diferencias estadísticas significativas. 

5.3 RESULTADOS 

5.3.1 Porcentaje de mortalidad de esporozoitos de Eimeria ninakohlyakimovae 

expuestas a la naringenina in vitro 

Los porcentajes de mortalidad de esporozoitos de E. ninakohlyakimovae se 

muestran en el Cuadro 1. 

 
Cuadro 1. Mortalidad (± error estándar) de los esporozoitos de E. 

ninakohlyakimovae expuestos al medio de cultivo (Medio), DMSO y cinco dosis de 
naringenina durante 1, 4 y 24 horas. 

Tiempo 
(horas) 

Control 
(Medio) 

Control 
(DMSO) 

NAR1 

(0.05 M) 

NAR2 

(1.0 M) 

NAR3 

(2.0 M) 

NAR4 

(4.0 M) 

NAR5 

(8.0 M) 

1 h 1.380 ± 
0.03622a 
 

1.488 ± 
0.04308a 
 

1.434± 
0.04124a 
 

1.493 ± 
0.04798a 
 

1.458 ± 
0.05603a 
 

1.401 ± 
0.03661a 
 

1.509 ± 
0.03596a 
 

4 h 2.890 ± 
0.01387a 
 

3.263 ± 
0.03480b 
 

10.43 ± 
0.05741c 
 

15.07 ± 
0.02951d 
 

16.03 ± 
0.01384e 
 

17.03 ± 
0.004787f 
 

17.90 ± 
0.01794g 
 

24 h 3.003 ±  
0.006072a 
 

3.870 ±  
0.01435b 
 

11.31 ±  
0.006317c 
 

32.72 ±  
0.008072d 
 

39.07 ±  
0.08828e 
 

53.32 ±  
0.03715f 
 

67.34 ±  
0.05442g 
 

Literales distintas entre columnas indican diferencia significativa (P < 0.0001) 
 
No se observó diferencia significativa para la mortalidad de E. ninakohlyakimovae 

incubada en células expuestas o no expuestas a la naringenina (NAR) durante una 

hora. El porcentaje de mortalidad de esporozoitos de E. ninakohlyakimovae 

después de cuatro horas de incubación con ModECGM, DMSO o 0.5 µM, 1 µM, 2 

µM, 4 µM y 8 µM NAR fue de: 2.89%, 3.26%, 10.437%, 15.07%, 16.038%, 17.03% 

y 17.90%, respectivamente. Después de 24 horas de incubación, se observó una 

mortalidad del 3.00%, 3.87%, 11.31%, 32.72%, 39.07%, 53.32% y 67.34% 

respectivamente. Se observó una diferencia significativa (P<0.05) entre los grupos 
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expuestos a NAR y los grupos incubados con ModECGM y DMSO a las 4 y 24 horas 

de incubación.  

 

5.3.2 Tasa de infección de esporozoitos de E. ninakohlyakimovae expuestos a 

naringenina 

Después de 24 horas de incubación, los tratamientos de 0.5 µM, 1 µM, 2 µM, 4 µM 

y 8 µM NAR resultaron en un porcentaje de infección celular de 80.72%, 76.50%, 

67.60%, 46.95% y 40.49% respectivamente; mientras que los parásitos de los 

grupos control y DMSO resultaron en un porecentaje de infección de 79.10% y 

78.87% respectivamente. El Cuadro 2 muestra las diferencias estadísticas entre los 

porcentajes de infección de cada grupo. 

Cuadro 2. Porcentaje medio de infección ± error estándar de los esporozoitos de E. 
ninakohlyakimovae expuestos al medio de cultivo (Medio), DMSO y cinco dosis de 
naringenina durante 24 horas 

Tiempo 
(horas) 

Control 
(Medio) 

Control 
(DMSO) 

NAR1 
(0.05 

M) 

NAR2 

(1.0 M) 

NAR3 

(2.0 M) 

NAR4 

(4.0 M) 

NAR5 

(8.0 M) 

24 h 79.10 ±  
0.3210a 
 

78.87 ± 
0.3104a 
 

80.72 ±  
0.3491a 
 

76.50 ±  
0.3403a 
 

67.60 ±  
0.2682b 
 

46.95 ±  
0.2840bc 
 

40.49 ±  
0.3257bc 
 

Literales distintas entre columnas indican diferencia significativa (P < 0.0001) 
 

 

 

5.3.3 Inhibición del porcentaje de reproducción 

El número promedio de esquizontes inmaduros (8 días) y maduros (15 días) de 

Eimeria por mm2 cultivados en ModEcgm, DMSO, 0.5 µM, 1 µM, 2 µM, 4 µM y 8 µM 

NAR se muestra en el Cuadro 3. No existió diferencia estadísticamente significativa 

entre el tamaño de los esquizontes del medio y DMSO.  
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Cuadro 3. Diferencias del promedio del número de esquizontes de Eimeria por mm2 
cultivados por 8  y 15 días 

Tiempo  
Control 
(Medio) 

Control 
(DMSO) 

NAR1 
(0.05 

M) 

NAR2 

(1.0 M) 

NAR3 

(2.0 M) 

NAR4 

(4.0 M) 

NAR5 

(8.0 M) 

8 días 39.74 ±  
2.709a 
 

45.62 ± 
1.284b 
 

38.05 ±  
0.4520b 
 

38.77 ±  
0.4257b 
 

30.11 ±  
0.3754a 
 

21.64 ±  
0.3719bc 
 

20.50 ±  
0.4996bd 
 

15 días 29.24 ± 
0.3468a 

28.59 ± 
0.2243a 

22.20 
±0.3409b 

21.24 ± 
0.3178b 

16.53 
±0.3930c 

16.38 ± 
0.4361c 

14.39 ± 
0.4483cd 

Literales distintas entre columnas indican diferencia significativa (P < 0.0001) 
 

 
 
 

5.2.4 Determinación de la DL50  

El Cuadro 4 muestra la DL50 de la naringenina contra los esporozoitos de E. 

ninakohlyakimovae. Se usó el analisis de regresión para las dosis crecientes del 

compuesto.  

Cuadro 4. Dosis Letal 50 (DL50) (límite inferior, límite superior) de cinco diferentes 
dosis de naringenina (NAR)  

 
Dosis 

 
DL50 (Molar) 

(LI, LS) 

Control (Medio) No tratado 
0.04705 

(0.02766, 0.06644) 

Control (DMSO) No tratado 
0.07703 

(0.05504, 0.09901) 

NAR1 0.005 g 
0.2899  

(0.1758, 0.4040) 

NAR2 0.01 g 
1.185 

(1.045, 1.326) 

NAR3 0.02 g 
1.460 

(1.317, 1.603) 

NAR4 0.04 g 
2.097 

(1.966, 2.228) 

NAR5 0.08 g 
2.721 

(2.605, 2.836) 
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6. Experimento 2 
Determinación del efecto anticoccidiano de las cáscaras deshidratadas de toronja 

in vitro. 

6.1 Material y métodos 

6.1.2 Cáscara deshidratada de toronja (GDP)  

Se utilizaron toronjas (Citrus x paradisi) previamente cosechadas de las cuales se 

obtuvieron las cáscaras para ser liofilizadas industrialmente por la empresa 

Liomex Co. (Mexico). Se usó un molino de café para moler las cáscaras 

deshidratadas hasta obtener partículas 1 mm (Tayengwa, 2021). 

6.1.3 Análisis HPLC 

Con la finalidad de conocer la concentración de flavanonas  presentes en la cáscara 

deshidratada de toronja, se realizó la prueba de cromatografía líquida de alta 

eficacia (HPLC por sus siglas en inglés) en un sistema de cromatografía líquida 

(Hewlett Packard ® model 1100, Ramsey, Minnesota, 55303 USA) en el Instituto 

Politecnico Nacional, Mexico. El equipo se ajustó por 60 min con la fase móvil 

constituida por metanol grado HPLC y agua mili-Q (CH3CH): H2O (50:50), y fue 

calibrado con estándares de hesperidina, neohesperidina, naringina, naringenina, 

nobiletina y quercetina del laboratorio Sigma-Aldrich a 100 partes por millón (ppm), 

a una temperatura de 30°C, rango de flujo de 1 ml/min y 280 nm, con una columna 

RP-C18 (Beckman Ultrasphere) de 150 mm de largo y un diámetro interno de 4.6 

mm. El volumen de inyección de las muestras y los estándares fue de 20 μl con un 

tiempo de 10 min. 

6.1.4 Estudios in vitro 

6.1.4.1 Parásitos para los estudios in vitro  

Se aislaron ooquistes de  Eimeria ninakohlyakimovae de materia fecal de cabras 

positivas a coccidias después de un proceso de esporulación en una suspensión de 

dicromato de potasio al 2% (w/v) e identificación basada en características 

morfométricas (Joachim, 2018). El aislamiento se realizó al mezclar la suspension 

de heces y la solución de dicromato con agua (1:1) para su posterior filtrado y 
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suspension en una solución saturada de azucar (1:1)  en cubreobjetos de vidrio que 

fueron lavados cada 2 h con agua destilada. Los lavados colectados se 

centrifugaron a 2300 × g por 20 min para recuperar el sedimento y almacenarlo a 

4oC en botellas de cultivo celular hasta que fueron utilizados (Odden et al., 2019). 

Los esporozoitos fueron obtenidos siguiendo la metodología descrita por Ruiz et al. 

(2010 y 2015). Brevemente, los ooquistes esporulados fueron suspendidos en una 

solución esteril de 0.02 M L-Cysteina HCl/0.2 M NaHCO3 (Sigma-Aldrich, Mexico) 

e incubados a 37 °C por 20 min en una atmósfera de CO2 al 100%. Posteriormente, 

los ooquistes fueron suspendidos en una solución salina balanceada de Hank 

(HBSS; Gibco) con 0.4% (w/v) de tripsina (Sigma-Aldrich, Mexico) y 8% (v/v) de bilis 

caprina esteril que fue obtenida de un rastro en Atlacomulco, Mexico e incubados a 

37 ºC en una atmósfera de  5% CO2 por 4 h. Los esporozoitos liberados fueron 

lavados 3 veces (20 min, 1,100 x g) y suspendidos en medio de cultivo celular (2.5 

x 105 esporozoitos/ml).  

6.1.4.2 Ensayos de citotoxicidad de los compuestos experimentales 

Se aislaron células primarias caprinas epiteliales del intestino (CIEC) siguiendo la 

metodología de Ibarra-Velarde y Alcalá-Canto (2007), en la que el tejido intestinal 

se extrae de las cabras inmediatamente después del sacrificio. Se colocó el tejido 

en RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Mexico) suplementado con suero fetal bovino (FBS), 

estreptomicina y anfoteracina B (Sigma-Aldrich, Mexico). Una vez en el laboratorio, 

las células se colocan en solución de Hank (HBSS) (Sigma-Aldrich, México) con 

ácido etilenediaminotetraacético (EDTA) y ditiotreitol (Sigma-Aldrich, México) para 

incubarse a 37 °C por 10 min con agitación vigorosa. Se removió el sobrenadante y 

el tejido se pone en RPMI 1640 con colagenasa (Sigma-Aldrich, Mexico) y es 

incubado a 37 °C por 15 minutes con agitación vigorosa. Se remueve el 

sobrenadante nuevamente y se centrifuga a las células a  800 × g por 5 minutos y 

se resuspenden en RPMI 1640 con FBS y colagenasa. Este paso se repitió hasta 

que se completó el aislamiento celular. Las células fueron sembradas en placas 

plásticas de cultivo (Costar) de 13-mm con medio de cultivo Eagle modificado 

Dulbecco-Ham's F-12 adicionado con 10% (vol/vol) FBS, 8 μg/ml insulina, 10 μg/ml 

gentamicina, 50 μg/ml hydrocortisona, 100 μg/ml streptomycina, 100 U/ml penicilina, 
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and 2.5 μg/ml anfoteracina B (Ibarra-Velarde and Alcala-Canto, 2007). Este proceso 

requirió 48 h, siendo importante no mover las placas de cultivo durante el proceso. 

Las células CIEC son una línea primaria celular que se mantuvo a 37°C, 5% CO2 y 

con una humedad relativa de 98% durante 4 días previos a la infección 

experimental, donde fueron cultivadas en una solución de tripsina/EDTA (Sigma-

Aldrich, México) (0.025/0.02%) por 18 days.  

Los ensayos de citotoxicidad del compuesto de cítricos se determinaron con MTT 

[bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] (Scudiero, 1988). Las 

células CIEC fueron sembradas en placas de 96 pozos a una densidad de 1 x 104 

células/pozo e incubadas con 100 µl del medio de cultivo en 5% CO2 a 37 °C por 48 

h. Las GDP fueron diluidas en 0.1% DMSO (Sigma-Aldrich, Mexico). Se cambió el 

medio de cultivo por 150 µl de GDP a concentraciones de 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 

3.125 y 1.5625 μM en el medio de cultivo (n= 5 pozos por concentración). Se incluyó 

Toltrazuril (TTZ) diluido en DMSO a concentraciones de  0.01, 0.1, 0.1, 1.0, 5.0 y 

25.0 g/ml en medio de cultivo (n= 5 pozos por concentration) (Odden et al., 2019). 

Las células se cultivaron de nuevo por 4 h a 37 °C. La viabilidad celular se determinó 

al incubar células por 4 h a 37 °C con 20 µl de solución MTT en una atmósfera de 

5% CO2 (5 mg/ml MTT in buffer fosfato, pH 7.4) (Thermo Fisher Scientific, México) 

después de remover completamente la solución que contenía GDP para evitar 

interferencia de los antioxidantes de los flavonoides. Se extrajeron y cuantificaron 

los cristales intracelulares de cloruro de tetrazolio en 100 µl DMSO midiendo la 

absorbancia del lisado celular en 590 nm. La viabilidad celular se calculó como un 

porcentaje basado en la absorbancia comparada con la absorbancia obtenida de 

células expuestas al medio de cultivo solamente. La viabilidad se calculó usando la 

siguiente fórmula (Chen and Kitts, 2017) 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 (%) =
𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 590 𝑛𝑚

𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 590 𝑛𝑚
×  100 
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6.1.4.3 Infección del cultivo celular 

Después de retirar el medio de cultivo las células CIEC, se agregaron 2.5 × 105 

esporozoitos de  E. ninakohlyakimovae por pozo para alcanzar una confluencia de 

80 - 90%. Después de un periodo de incubación de 3 h, las células infectadas fueron 

lavadas con PBS para remover lo ooquistes no liberados. Se agregaron 500 µl de 

medio de cultivo adicionado con 100 U/ml de penicilina y 100 μg/ml de 

estreptomicina. Pasadas 1 y 6 horas después de la inoculación de de los 

esporozoitos, se obtuvieron las células intestinales (Ibarra-Velarde y Alcala-Canto, 

2007). Se seleccionaron las concentraciones de GDP (6.25 μM) y TTZ (25 μg/ml) 

con base en los resultados de los ensayos de citotoxicidad y estudios previos 

(Cervantes-Valencia, 2018; Odden, 2019; Nakashima, 2020). Se usó 0.1%  de 

DMSO para diluir  las GDP y el  TTZ, así como para establecer el grupo control. La 

tasa de infección se calculó con la siguiente fórmula despues de observar 10 

campos visuales al azar (Hamid, 2014): 

𝑇𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑓𝑒𝑐𝑐𝑖ó𝑛 (%) =
𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑖𝑛𝑓𝑒𝑐𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠

𝑡𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠
×  100 

Se revisaron las células al inicio del estudio, 30 minutos después y posteriormente 

a las 1, 2, 4, 8, 12 y 24 horas El medio se cambió cada cuatro días para mantener 

80-90% de confluencia (Ruiz, 2010), observar esporozoitos, contar y medir 

merontes usando un microscópio invertido. Se usaron células CIEC no infectadas 

como control negativo , las cuales pasaron por el mismo procedimiento de 

replicación que las células infectadas en los mismos tiempos. La evaluación del 

desarrollo celular se realizó en los días 8 y 15 posteriores a la infección. En el día 

8, entre 15 y 20 fotografías se tomaron usando un objetivo microscópico de 400X 

(Leica microscope), para realizar conteo y medición de los esquizontes. Se tomaron 

fotografías cuando había al menos un esquizonte por campo, y el total de campos 

examinados fue registrado hasta un máximo de 50 campos (Odden et al., 2019). El 

día 15 se contaron y midieron esquizontes usando un aumento de 100X en 15 a 20 

fotografías. Solamente se contaron células conteniendo esquizontes, mientras que 
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las que contenían esporozoitos sin desarrollar fueron descartadas (Hamid, 2014). 

Se presentan los resultados como el promedio de 5 replicados independientes. 

6.1.4.4 Efecto de las GDP sobre la integridad de la barrera intestinal 

Con el objetivo de investigar el efecto que ejercen los parásitos Eimeria y las GDP 

sobre las propiedades de la barrera de las células CIEC, se midió la resistencia 

transepitelial (TEER) de acuerdo con un estudio realizado previamente (Xu, 2003) 

usando un medidor EVOM X (World Precision Instruments) acoplado a una cámara 

Endohm (World Precision Instruments). Siete días después de haber iniciado el el 

cultivo con células CIEC, estas alcanzaron valores TEER de 600-900 Ω-cm2. Las 

GDP fueron disueltas en DMSO como una solución 10 mM, basándose en los 

valores molares de la naringenina (Nakashima, 2020). Para evaluar la integridad de 

las uniones estrechas (TJ), se expuso a las células infectadas y no infectadas a 100 

µM de GDP y a una suspensión comercial de toltrazuril. Se usó 0.1% de DMSO 

como diluyente de las GDP y como grupo control. Previamente se ha demostrado 

que el DMSO al 1%  no afecta el transporte en los ensayos TEER (Kobayashi, 2008). 

Las mediciones TEER se realizaron bajo condiciones esteriles 30 min, 1 h, 3 h, 12 

h, 24 h, 48 h, posteriores a la infección y 5, 10 y 15 días posteriores a la infección. 

Las capas confluentes de células con valores TEER por encima de 500 Ω.cm2 se 

usaron para los experimentos de transporte después de realizar la corrección para 

la resistencia obtenida en los pozos de control. Una disminución en los valores 

TEER indican un aumento en la permeabilidad en la monocapa y pérdida de la 

barrera epitelial. Los datos se presentan como la media ± S.E.M. de diez ensayos 

independientes. 

6.2 Análisis estadístico 

6.2.1 Estudio in vitro  

Los anális se realizaron usando el programa GraphPad Prism versión 9 para MacOs 

(GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com). 

Tasa de infección de Eimeria  y desarrollo de esquizontes  

El porcentaje de células infectadas por Eimeria se calculó como la media  ± S.E.M. 
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de al menos 5 replicas independientes. El nivel de significancia para las diferencias 

en ivasión por parásitos, número y tamaño de esquizontes fue de 0.05. La prueba 

de Shapiro-Wilk se usó para determinar la normalidad. Los datos distribuidos 

normalmente fueron analizados usando un análisis de varianza (ANDEVA) y la 

prueba de t de Dunnett. Si la distribución normal no se cumpliese, se usó la prueba 

de Kruskal-Wallis. 

6.2.2 Viabilidad celular 

Los datos fueron comparados usando una prueba ANDEVA de una sola vía. Las 

diferencias fueron comparadas usando una prueba de Tukey con P < 0.05 

representando diferencias estadísticas significativas. 

6.2.3 Resistencia de la monocapa epitelial 

Los datos se presentan como la media de diez repeticiones ± S.E.M. Los análisis se 

realizaron mediante una ANDEVA de una sola vía seguida por una prueba de 

Tukey.Una diferencia de p < 0.05 se consideró significativa. 

 

6.3 Resultados 

6.3.1 HPLC 

De las seis flavanonas usadas como estandar, la naringina y la naringenina fueron 

las más abundantes en las GDP. Las concentraciones (mg/kg) fueron: hesperidina 

5.22 ± 0.7; neohesperidina 14.54 ± 0.87; naringina 285.22 ±9.35; naringenina 37.21 

± 2.43; nobiletina 10.15 ± 1.02 y quercetina 2.08 ± 0.04. 

6.3.2 Citotoxicidad de los compuestos experimentales  

La medición de la citotoxicidad en las células con el ensayo MTT confirmó que el 

producto experimental no presenta efectos adversos al ser cultivado con las células 

CIEC. La viabilidad (%) de las células incubadas con diferentes concentraciones de 

GDP, en comparación con el grupo control fue de 95.79 ± 1.47 (100 μM), 96.85 ± 

1.04 (50 μM), 97.09 ± 1.08 (25 μM), 97.32 ± 2.24 (12.5 μM), 97.85 ± 1.07 (6.25 μM), 

98.42 ± 2.09 (3.125 μM) y 98.85 ± 1.94 (1.5625 μM).  
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6.3.3 Desarrollo del cultivo celular 

Las células epiteliales del intestino de cabra que fueron infectadas se observaron a 

las 0, 0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 24 h, así como a los 8 y 15 días post infección (dpi). Se 

detectaron esporozoitos dentro de las células desde los primeros 60 minutos. 

Posteriormente se pudieron observar merontes a partir del día 8 pi. No se 

observaron merontes de segunda generación, estadios sexuales o formación de 

ooquistes en el cultivo celular. La media de la tasa de invasion celular fue de 12.17 

± 0.1491% (GDP), 8.969 ± 0.1003% (TTZ) y 22.45 ± 0.2054% (DMSO) a las 24 h 

post-infección. La tasa de invasión celular registrada para el grupo TTZ fue 

significativamente menor que la registrada por el grupo GDP (P = 0.0003) y el grupo 

DMSO (P <0.0001). De igual forma, la invasión celular fue significativamente menor 

en el grupo GDP que en el grupo DMSO (P = 0.0003) (Figura 1).  
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Figura 1. Tasa de invasión celular 

 

En lo que respecta a la media de esquizontes/mm2, en el día 8 pi se observaron 

pocas estructuras parasitarias en las células expuestas a las GDP (11.91 ± 0.04418) 

y al TTZ en comparación con el grupo CTRL (6.469 ± 0.1109 y 23.86 ± 0.1664, 

respectivamente) (P <0.0001) (Figura 2A). A los 8 dpi, los esquizontes expuestos 

GDP midieron 68.67 ± 0.6188 µm; aquellos esquizontes incubados con TTZ 

midieron 39.81 ± 0.5402 µm y aquellos dentro del grupo CTRL  97.58 ± 0.6021 µm. 

Se encontraron diferencias significativas en todas las comparaciones (P <0.0001). 
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Por otro lado, el número de esquizontes/mm2 contados al día 15 pi (Figura 2B) 

fueron significativamente menores en las células tratadas con GDP (9.284 ± 

0.04282), y las células tratadas con TTZ (3.505 ± 0.07312), comparados con 

aquellos incubados con DMSO (18.68 ± 0.1177) (P <0.0001 en todos los casos). El 

tamaño promedio de los esquizontes en el día 15 post infección fue 

significativamente diferente entre todos los grupos, midiendo 62.65 ± 0.8210 µm 

(GDP); 32.06 ± 0.2518 µm (TTZ), y 126.3 ± 1.878 µm (DMSO) (P <0.0001 en todos 

los casos). Los datos se presentan como la media de cinco experimentos ± S.E.M. 

 

Figura 2A. Media de esquizontes/mm2 a los 8 dpi 
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Figura 2B. Media de esquizontes/mm2 a los 15 dpi 

6.3.4 Efecto de las GDP sobre la integridad de la membrana de las células 

intestinales  

Los resultados de la medición de la integridad de la membrana de las células 

intestinales se presenta en el Cuadro 2. Los valores encontrados en los cultivos con 

CIEC no infectadas se encontraban entre 319.94 a 1087.76 Ω.cm2. Pasados 30 

minutos después de la exposición de las células a los esporozoitos, los valores de 

resistencia transepitelial (TEER) disminuyeron significativamente (P <0.05), ya sea 

con o sin tratamiento en comparación con las células no infectadas. Debido a esto, 

se asume que existe una disfunción de la barrera epitelial durante la infección celular 

con E. ninakohlyakimovae in vitro. Sin embargo, 30 minutos después y hasta 360 h 

después, las células CIEC infectadas que fueron incubadas con GDP y TTZ tuvieron 

valores TEER significativamente más altos (P <0.05) que las células infectadas no 

tratadas. A las 3, 24, y 48 horas post infección, las células infectadas y tratadas 

tuvieron valores similares (P = 0.1370). A partir de las 120 hpi y hasta el final del 

experimento (360 hpi), se observó un aumento significativo en los valores TEER de 

las células infectadas tratadasTTZ (P <0.05), el cual fue similar a los valores 

registrados para las células no infectadas (P = 0.7925). No se encontró diferencia 
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significativa en los valores TEER de las células no infectadas que fueron cultivadas 

con GDP, TTZ, o DMSO durante el estudio (P = 0.4550 en todos los casos). Los 

datos se presentan como la media de diez repeticiones ± S.E.M. 

 
Cuadro 5. Efecto de la adición de una solución de 100 µM de cáscaras 
deshidratadas de toronja (CDT), toltrazuril comercial (TTZ) o DMSO (vehículo) sobre 
la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) en diferentes puntos de tiempo sobre 
células caprinas epiteliales cultivadas in vitro. (Ω.cm2, media ± E.E.) (n = 10 
repeticiones independientes). 

 
Tiempo 
(horas) 

Infectadas-
CDT 

Infectadas-
TTZ 

Infectadas-
DMSO 

No 
infectadas-

CDT 

No 
infectadas-

TTZ 

No 
infectadas-

DMSO 

0.0 732.14 ± 

1.16a 

747.19 ± 

2.60a 

729.25 ± 

3.25a 

738.86 ± 

2.14a 

735.37 ± 

7.53a 

748.33 ± 

5.95a 

0.5 626.39 ± 

2.06a 

612.77 ± 

2.32a 

519.6 ± 

10.85a 

754.19 ± 

4.13b 

722.69 ± 

3.01b 

718.43 ± 

3.25b 

1.0 628.73 

±3.40a  

627.98 ± 

2.69a 

432.65 ± 

8.61b 

786.70 ± 

9.29c 

778.03 ± 

4.72c 

802.37 ± 

8.38c 

3.0 634.76 ± 

2.18a 

618.11 ± 

6.05a 

476.66 ± 

4.67b 

799.85 ± 

4.65c 

794.18 ± 

2.01c 

770.89 ± 

2.85c 

24 659.24 ± 

1.15a 

653.78 ± 

4.67a 

445.84 ± 

9.96b 

786.44 ± 

2.36c 

797.88 ± 

0.60c 

796.67 

±5.74c 

48 676.12 ± 

0.70a 

689.59 ± 

8.40a 

453.04 ± 

5.52b 

849.28 ± 

5.27c 

869.31 ± 

6.02c 

844.76 ± 

7.00c 

120 695.07 ± 

2.83a 

879.84 ± 

4.48b 

419.38 ± 

6.94c 

890.19 ± 

1.08bd 

913.93 ± 

2.42bd 

892.16 ± 

5.53bd 

240 752.82 

±2.06a  

915.16 ± 

7.10b 

372.86 ± 

5.92c 

992.83 ± 

8.82bd 

950.60 ± 

7.56bd 

977.20 ± 

3.21bd  

360 757.96 ± 

1.66a 

968.33 ± 

3.61b 

328.07 ± 

7.75c 

997.665 ± 

5.42bd 

987.34 ± 

8.40bd 

981.31 ± 

5.87bd 
abcd Literales distintas en una fila indican diferencias estadísticamente significativas (P < 0.05).  
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7. Discusión 

Varias especies de parásitos Eimeria se encuentran alrededor del mundo, siendo E. 

arloingi, E. ninakohlyakimovae, and E. christenseni las más patógenas para los 

cabritos, etapa en la que el animal es más suceptible y que favorece la multiplicación 

del parásito y la eliminación de ooquistes, lo que perpetuará la coccidiosis debido a 

la contaminación de las instalaciones (Bangoura and Bardsley, 2020). Esta es la 

razón por la que se justifica el uso de fármacos con efecto anticoccidiano con fines 

profilácticos y/o terapéuticos para controlar esta enfermedad. A pesar de esto, la 

aparición de resistencia a algunos antiparasitarios así como la prohibición del uso 

de algunos de estos (Burt, 2013), se ha impulsado el estudio de métodos 

alternativos para prevenir y/o tratar esta enfermedad. 

En un estudio previo se realizó la determinación de la eficacia anticoccidiana y la 

actividad antioxidante de un extracto de cítricos en corderos (Pérez-Fonseca et al., 

2016). El presente estudio difiere del anteriormente mencionado no solo en que se 

realizó en una especie animal diferente, sino también en la manera en la que se 

manejó la preparación de los cítricos.  

Es sabido que existen diferentes preparaciones obtenidas de las cáscaras de  

toronja y que su composición variará dependiendo del método de extracción 

utilizado (Bronner and Beecher, 1995; El-Nawawi, 1995; Ledesma-Escobar and 

Luque de Castro, 2014). En la mayoría de las frutas del género Citrus existen altas 

concentraciones de flavononas, cuyos valores muestran constantes fluctuaciones, 

lo que se atribuye a la variabilidad de las muestras y al método de extracción 

(Bronner and Beecher, 1995). En este estudio se realizó una extracción acuosa 

seguida de una liofilización debido a que estas dos metodologías son las más 

confiables para preserver los flavonoides(Demir and Celik, 2019), con el beneficio 

de poder almacenar los liofilizados por largos periodos de tiempo sin que estos 

sufran mucha degradación (Berk, 2009). 

El compuesto liofilizado se eligió en el presente trabajo, porque, de acuerdo con 

estudios previos, el proceso de liofilización reúne los dos métodos más confiables 



 30 

de conservación, la congelación y la deshidratación (Demir and Celik, 2019). La 

liofilización consiste en la eliminación del agua de un producto por sublimación del 

agua libre de la fase sólida, lo que da como resultado productos deshidratados de 

alta calidad debido a la ausencia de agua líquida, ya que el estado sólido de agua 

durante la liofilización protege la estructura primaria y minimiza los cambios en las 

propiedades del producto para que se preserven constituyentes nutricionales, sabor 

y aroma (Abdelwahed et al., 2006; Baker, 1997). Generalmente, al liofilizar 

adecuadamente un alimento, se puede almacenar por periodos muy largos con 

reducciones muy bajas de sus características organolépticas, físicas, químicas y 

biológicas (Berk, 2009). 

Los resultados del análisis HPLC de este trabajo mostraron que la naringina y la 

naringenina fueron las flavanonas más abundantes en el extracto de cáscaras de 

toronja. Otros flavonoides estaban presentes, y no se descarta que también sean 

responsables del efecto anticoccidiano. Por lo anterior, se recomienda realizar más 

estudios para poder determinar el papel que estos otros flavonoides juegan en el 

efecto anticoccidiano. En un estudio previo se demostró que el extracto de 

naringenina commercial (>98% pureza) tuvo un efecto coccidiostático cuando se 

administró de manera oral a corderos infectados (Perez-Fonseca et al., 2016). 

Debido a esto, es razonable proponer que la naringenina causa una reducción en el 

desarrollo de ooquistes de Eimeria. Para poder mejorar los resultados presentados 

en este estudio, se propone realizar estudios para determiner la biodisponibilidad y 

eficacia que los flavonoides contenidos en las cáscaras deshidratadas de toronja. 

Lo anterior permitiría la optimización de preparaciones farmacéuticas que pretendan 

ser usados como métodos de prevención y/o control de la coccidiosis. 

La eficacia anticoccidiana de las cáscaras de toronja deshidratadas ha sido 

demostrada in vivo en ovinos (Pérez-Fonseca et al., 2016), pero hasta donde 

tenemos conocimiento, se desconocía su actividad anti-Eimeria in vitro. Por lo 

anterior,  se desarrolló el cultivo celular y se confirmó que los esporozoitos de 

Eimeria infectaron y se reprodujeron en las células intestinales. Una vez verificada 

la viabilidad de los parásitos in vitro, se compararon las tasas de invasión de los 
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esporozoitos, el número y tamaño de los esquizontes a los 8 y 15 días post-

infección. Los tiempos de observación de los distintos estadios del ciclo biológico 

del protozoario fueron similares a los de estudios previos en los que se demostró la 

utilidad del cultivo celular de células endoteliales umbilicales caprinas, bovinas y 

humanas para reproducir el ciclo endógeno de E. ninakohlyakimovae (Ruiz et al., 

2010). Los resultados de eficacia del toltrazuril para inhibir la reproducción 

intracelular de Eimeria fueron inconsistentes con un estudio que comparó el efecto 

de los anticoccidianos puros y comerciales en un cultivo de células epiteliales 

colónicas bovinas infectado con E. ninakohlyakimovae, en el que no se observaron 

diferencias significativas entre las concentraciones más altas de toltrazuril y 

diclazuril para reducir la tasa de infección y el número de esquizontes inmaduros. 

Los autores lo atribuyen a las altas desviaciones estándar asociadas con un número 

bajo de repeticiones del estudio (Odden et al., 2019). Por ejemplo, en el presente 

estudio, se observó una tasa de invasión de esporozoitos cercana al 9%, mientras 

que los autores antes mencionados reportaron 14.1%. Esto puede deberse al uso 

de distintos cultivos celulares y la permeabilidad a los fármacos de diferentes tipos 

de células, pero se requerirían estudios futuros que demuestren esta especulación 

que, con los datos obtenidos en este experimento, carece de sustento.  

La barrera de la superficie epitelial intestinal es crucial para separar un amplio 

espectro de sustancias nocivas e inmunogénicas que pueden estar presentes en el 

lumen intestinal, ya que la interacción directa provocaría una inflamación 

exacerbada y desregulada (Béduneau et al., 2014). La función de la barrera 

intestinal se regula principalmente mediante la acción del complejo de la proteínas 

de uniones estrechas (TJ, por sus siglas en inglés: tight junction proteins), que 

incluye proteínas de la transmembrana y miembros del citoplasma asociados a la 

TJ que controlan el flujo selectivo de macromoléculas, moléculas pequeñas 

moléculas y iones (Liang and Weber, 2014). Existen varios factores de etiología 

infecciosa que pueden dañar la integridad del epitelio intestinal, disminuyendo así 

la absorción de nutrientes, favoreciendo la invasión del patógeno, una respuesta 

inflamatoria y, en consecuencia, una disminución en el aprovechamiento de 

nutrientes y el crecimiento (Park et al., 2020). Eimeria es un parásito intracelular que 
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ingresa y sale del enterocito. Con base en este hecho, es razonable especular que 

el parásito ejerce un efecto negativo sobre la integridad de la barrera epitelial de 

células caprinas intestinales. En el presente experimento se utilizó un modelo in vitro 

intestinal de células caprinas, pero la mayor parte de los modelos intestinales que 

se usan en estudios de resistencia eléctrica transepitelial se basan normalmente en 

células epiteliales de adenocarcinoma colorrectal denominadas Caco-2. Estos 

modelos presentan numerosas limitaciones en comparación con las condiciones in 

vivo. En las células Caco-2 el tipo de TJ reduce el transporte celular, lo que 

dificultaría el ingreso de sustancias como GDP o TTZ. Por otro lado, hasta donde 

tenemos conocimiento, se desconocen los valores TEER del intestino caprino. Por 

ejemplo, los valores TEER de las células Caco-2 humanas suelen estar 

comprendidos entre 250 y 500 Ω.cm2, mientras que el intestino humano tiene 

valores TEER que oscilan entre 12 y 69 Ω.cm2, dependiendo de la parte del intestino 

(Srinivasan et al., 2015). Con esos datos en mente, se optó por utilizar un modelo 

in vitro con propiedades biológicas más parecidas a las existentes en el hospedero 

natural de E. ninakohlyakimovae. Es importante resaltar que nuestros resultados 

fueron congruentes con mediciones TEER realizadas en células epiteliales 

intestinales porcinas (Jiang, 2021), por lo que se sugeriría utilizar las CIEC para 

futuros estudios de TEER. 

Nuestros resultados proporcionan evidencia de que la resistencia eléctrica 

transepitelial (TEER) disminuye por la infección con E. ninakohlyakimovae. Este 

dato es consistente con estudios previos que han evidenciado que las coccidias del 

género Eimeria alteran la integridad de la barrera intestinal en ratones (Inagaki-

Ohara et al., 2006), aves (Park et al., 2020) y bovinos (Walker et al., 2015). En esta 

última especie, se ha demostrado que E. bovis irrumpe en esa integridad intestinal 

al observar una disminución en la expresión de mRNA de las proteínas efectoras 

involucradas en el mantenimiento de las TJ como la molécula de adhesión estrecha 

2, ocludina (OCLN) proteína de unión estrecha ZO-1 (TJP1) y una reducción de 1.5 

a 1.9 veces en la expresión de las proteínas coxsackie y receptor de adenovirus, 

claudina 4 y receptor F11 (Walker et al., 2015). 

Por otro lado, el tratamiento con GDP y TTZ aumentó los valores TEER. Sin 
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embargo, a partir de las 120 horas post-infección y tratamiento, el fármaco fue más 

eficaz para proteger la barrera intestinal que el compuesto natural. Este resultado 

puede deberse a que el modo de acción del toltrazuril está dirigido contra las fases 

intracelulares como los esquizontes de primera y segunda generación, 

microgamontes y macrogamontes (Mehlhorn, 2016) y a partir de las 120 h 

incrementan en tamaño los estadios intracelulares parasitarios, desarrollándose en 

merontes inmaduros y maduros (Ruiz et al., 2010). Sin embargo, debido a que no 

se conoce cuál es la distribución en segmentos intestinales de la enzima 

dihidroorotato-deshidrogenasa que es inhibida por el TTZ, no es posible extrapolar 

la eficacia que desempeña el TTZ en los complejos procesos biológicos que ocurren 

in vivo y, por consiguiente, se requerirían más estudios para determinar el 

mecanismo exacto a través del cual el TTZ protege la barrera epitelial intestinal. Por 

otro lado, nuestros resultados coinciden con estudios previos que demuestran que 

los flavonoides protegen las propiedades de la permeabilidad TJ, principalmente la 

epigalocatequina, genisteina, myricetina, quercetina, kaempferol, nobiletina y 

naringenina (Chen and Kitts, 2017). Particularmente, se sabe que las cáscaras de 

Citrus contienen flavonas polimetoxiladas (PMF), flavonas C- o O-glicosiladas, 

flavanonas oglicosiladas, flavonoles y muchos otros ácidos fenólicos diferentes, 

junto con sus derivados relacionados (Xu et al., 2003) que reducen el estrés 

oxidativo que produce una dislocación de las proteínas TJ: claudina 4, ocludina y 

ZO-1 (Chen and Kitts, 2017). Asimismo, se ha indicado el papel protector de los 

flavonoides dietarios contra una barrera celular debilitada mediante el aumento de 

las TJ al limitar la pérdida de ocludina y ZO-1 (Sharma et al., 2020). Asimismo, se 

ha evidenciado que los flavonoides de Citrus tales como la nobiletina y naringenina 

protegen la barrera intestinal, esta última mediante efectos en la asociación 

citoesquelética de las proteínas TJ tales como ZO-2, ocludina, Claudina-1 y 

claudina-4 (Chen and Kitts, 2017). Los hallazgos del presente estudio proporcionan 

una visión de cómo los flavonoides dietéticos podrían minimizar el daño causado 

por la coccidiosis caprina y conferir protección contra la disfunción de la TJ inducida 

por la disrupción de la integridad celular que provoca Eimeria. Esto justifica la 

realización de más estudios para explorar las vías de señalización moduladas por 
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estos flavonoides y poder establecer su mecanismo de acción. 

El mecanismo exacto por el cual la cáscara deshidratada de toronja o la naringenina 

comercial produjeron un efecto coccidiostático no ha sido completamente dilucidado 

hasta el momento. Sin embargo, este estudio demuestra que el efecto 

anticoccidiano puede ser provocado por alguno de los siguientes mecanismos: 1) 

un efecto tóxico de la naringenina o las flavanonas presentes en el extracto de 

cítricos. Pruebas de esto son la baja tasa de infeción de las células cultivadas y el 

bajo número de esquizontes; 2) un efecto protector de la naringenina o la cáscara 

deshidratada de cítricos sobre la integridad de la barrera intestinal, lo que impediría 

la invasión de los parásitos. 

Los hallazgos de este estudio brindan información sobre cómo los flavonoides 

pueden minimizar el daño causado por la coccidiosis caprina y brindar protección 

contra la destrucción de las uniones estrechas provocada por el daño inducido por  

Eimeria sobre la integridad celular. Esto abre la posibilidad a que se realicen futuros 

estudios que exploren las vías de señalización que están siendo moduladas por 

estos flavonoides para establecer concretamente su mecanismo de acción. 

De esta forma, las investigaciones subsecuentes deben buscar la posibilidad de 

brindar más evidencia que apoye el efecto benéfico de los flavonoides y los 

fármacos anticoccidianos en las uniones estrechas de las células intestinales. 

Finalmente, estos datos establecen las bases para establecer métodos in vitro para 

estudiar el efecto protector de los flavonoides presentes en los cítricos y, 

posteriormente llevarlos a su aplicación en estudios in vivo. 
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8. Conclusiones 

Este estudio demostró el efecto anticoccidiano in vitro de la naringenina y la cáscara 

deshidratada de toronja. Se propone que los dos compuestos aquí estudiados 

contribuyen a la manutención de la integridad de la barrera de las células epiteliales 

del intestino bajo condiciones de coccidiosis. Debido al bajo costo de este 

subproducto obtenido de la manufactura de jugos, se proponen más estudios que 

puedan optimizar la dosis y biodisponibilidad de los flavonoides presentes en los 

cítricos cuando exista una infección por Eimeria spp. De igual forma, se propone 

evaluar estos principios bioactivos bajo diferentes escenarios clínicos y modificar la 

presentación farmacéutica de los mismos en caso de ser necesario. 
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