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Introducción

Los coccidios del género Eimeria son
parásitos que se desarrollan funda-
mentalmente en las células epiteliales
de aparato digestivo, siendo la princi-
pal acción patógena del parásito la
destrucción de dichas células. Algunas
especies como Eimeria ninakohlyaki-

movae (E. ninakohlyakimovae) tam-
bién incluyen en su desarrollo endó-
geno la multiplicación asexual en
células endoteliales (28) del intestino,
todo lo cual provoca diarreas y deshi-
dratación, y en ocasiones la muerte,
principalmente en animales jóvenes.
En general, el daño producido por la
coccidiosis se traduce en cuantiosas
pérdidas económicas en la produc-
ción ganadera (11). E. ninakohlyaki-

movae, considerada una de las espe-
cies de Eimeria más patógenas para el
caprino (8), presenta una distribución
mundial, siendo la tercera especie más
frecuentemente encontrada en los
caprinos canarios (30% aproximada-
mente) después de  E. arloingi e E.

alijevi (26).
Existen diversos factores que influ-

yen en la distribución y presencia de
Eimeria spp. en los sistemas de produc-
ción caprina, entre ellos: 1) el régimen
de explotación (intensivo/extensivo), 2)
las condiciones climáticas, 3) la edad
de los animales y 4) el manejo, inclu-
yendo las prácticas higiénico-sanitarias
(7,  10,  16,  26). El conocimiento de to-
dos estos factores, en combinación con
la profilaxis terapéutica, ha sido tradi-
cionalmente la base para el diseño de
estrategias de control eficaces. Entre los
anticoccidiósicos y anticoccidiostáticos
más comúnmente utilizados en rumian-
tes destacan las sulfonamidas (31),
derivados del acetonitrilo de benceno
como el tortrazuril (22) o el diclazuril
(27, 33) o el decoquinato (35).

El empleo de fármacos comercia-
les en el control de la coccidiosis en
rumiantes, al  igual que ocurre en otras
parasitosis, presenta algunas limitacio-
nes, como el elevado coste de los pro-

ductos disponibles en el mercado, los
residuos de dichos fármacos en leche o
carne y, sobre todo, la creciente apari-
ción de resistencias (23). Todo lo ante-
rior ha incentivado la búsqueda de nue-
vas alternativas, como el empleo de
plantas medicinales que, por tratarse de
un recurso más sostenible, está experi-
mentando un especial resurgimiento.
La mayoría de los trabajos de investi-
gación realizados hasta el momento se
han enfocado al estudio de la actividad
antihelmíntica de diferentes plantas
frente a nematodos gastrointestinales,
como Annosa squamosa (30) o
Ziziphus nummularia y Acacia nilotica

(3).  En cambio, los estudios realizados
con parásitos pertenecientes al Phylum

Apicomplexa no son tan numerosos.
Éstos han sido dirigidos principalmen-
te a la realización de ensayos in vitro

para evaluar la actividad frente a
Plasmodium (1, 2). Otros estudios se
han centrado en la búsqueda de plantas
con actividad anticoccidiósica, espe-
cialmente ensayos in vivo con especies
de coccidios que parasitan a aves. Así,
extractos procedentes de Artemisia

annua y el aceite esencial del orégano
usado como suplemento en la dieta de
broilers infectados experimentalmente
con Eimeria tenella disminuyeron los
recuentos de ooquistes por gramo de
heces de los animales (9, 12). 

El Archipiélago Canario constitu-
ye, por su localización geográfica, uno
de los enclaves de mayor diversidad
florística y riqueza en especies autóc-
tonas del país (4, 5). En un importante
número de plantas de esta flora autóc-
tona la sabiduría tradicional ha atribui-
do propiedades medicinales, entre las
cuales se encuentra Ruta pinnata, de la
familia de las Rutaceae, también cono-
cida como ruda salvaje. En general el
uso de las rutáceas en  medicina está
extendido por todo el mundo, espe-
cialmente en el área del mediterráneo.
Un ejemplo de esto es un ensayo reali-
zado a partir de extractos obtenidos por
la cocción de  Ruta graveolens en el
Norte de Italia, en el cual se comprobó

una alta actividad  frente a nematodos
de rumiantes, ectoparásitos del perro
productores de sarna o eliminando
moscas en granjas de porcino. (13).
Otros estudios realizados en Canadá
han demostrado el empleo de R. gra-

veolens en la práctica etnoveterinaria,
concretamente en el tratamiento de
endoparásitos de cerdos, gatos y
perros, como Giardia y Toxoplasma
(18).  El objetivo del presente estudio
ha sido la evaluación in vitro del efec-
to anticoccidiósico de extractos meta-
nólicos procedentes de Ruta pinnata

frente al coccidio caprino Eimeria

ninakohlyakimoave.

Material y métodos

Obtención del material vegetal y pre-

paración de los extractos

El material vegetal de partida fueron
frutos maduros de la planta endémica
canaria Ruta pinnata. Inmediatamente
después de su recogida, las muestras
vegetales fueron enviadas al Instituto
Universitario de Bioorgánica Antonio
Padrón (Universidad  de La Laguna),
donde se realizó la preparación del
extracto. Tras su secado y homogenei-
zación, el material vegetal se sometió
a un proceso de extracción usando
metanol como disolvente. La extrac-
ción se realizó en columna hasta ago-
tamiento utilizando un equipo Soxhlet,
para lo cual se emplearon 1,5 litros de
disolvente por cada 70 g de fruto seco
y homogenizado. 

El extracto obtenido fue utilizado
a diferentes concentraciones en los
ensayos in vitro, diluidos con DMSO
99% p/v (Sigma-Aldrich) a concentra-
ciones que no afectasen a la viabilidad
de los parásitos. El DMSO que se utili-
zó para disolver el extracto tuvo una
concentración final máxima del 3% v/v.

Animales donantes

Como animales donantes de parásitos
se usaron cabritos de raza Majora de
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1 a 3 días de edad. Los cabritos fueron
criados en condiciones de esterilidad
en boxes previamente desinfectados y
alimentados mediante lactancia artifi-
cial, agua, pienso para cabritos y
heno estéril. A las 4 semanas de vida
los animales se infectaron oralmente
con 2 x 105 ooquistes esporulados de
la cepa GC de Eimeria ninakohlyaki-

movae aislada inicialmente en la isla
de Gran Canaria. 

Obtención de los parásitos

Para la obtención de ooquistes de E.

ninakohlyakimovae se recogieron las
heces de los animales infectados
desde el día 14 post-infección duran-
te aproximadamente una semana.
Para la concentración de los ooquis-
tes se uso un método de flotación en
solución concentrada de azúcar (1,5
g/l) mezclando al 50% la solución de
azúcar con una solución de heces pre-
viamente filtrada a través de varios
filtros con poro decreciente para dis-
minuir al máximo la cantidad de
detritus. Los ooquistes obtenidos tras
la flotación se volvieron a concentrar
por centrifugación en tubos de 50 ml
a 3.000 r.p.m. durante 10 minutos.

Parte de los ooquistes no esporu-
lados se destinaron a la realización de
los ensayos de inhibición de la espo-
rulación, para lo cual se transfirieron
a botellas de cultivo y se mantuvieron
a 4ºC  hasta el comienzo del ensayo,
que nunca excedió los 3 días desde su
recogida. El resto de ooquistes no
esporulados se incubaron a tempera-
tura ambiente (TA) en una solución
de dicromato potásico al 2% durante
una semana con aireación forzada
para favorecer la esporulación. Los
ooquistes esporulados se usaron para
la obtención de esporozoítos con los
cuales realizar el ensayo de viabilidad
de esporozoítos. Para la purificación
de los ooquistes esporulados se utili-
zaron gradientes de Percoll y la
exquistación tuvo lugar en dos fases.
En una primera fase los ooquistes se
suspendieron en L-cisteína HCl esté-
ril 0,02 M y NaHCO3 0,02M y se
incubaron a 37°C y 5% CO2 durante

20 horas.  A continuación los ooquistes
se mezclaron en solución  balanceada
de Hank´s con 0,4 % de tripsina
(Sigma, Aldrich) y 8% de bilis bovi-
na filtrada obtenida de muestras de
matadero, y se incubaron a 37°C, 5%
CO2 durante un máximo de 4 horas.
Los esporozoítos libres se lavaron 3
veces con medio RPMI centrifugando
a 1500 x g durante 20 minutos.

Ensayo de inhibición de la esporula-

ción

Este test determina la capacidad del
extracto muestreado para inhibir el
proceso de esporulación de los
ooquistes. Para la realización del
ensayo se incubaron en tubos
Eppendorf a TA 5.000 ooquistes no
esporulados con diferentes concen-
traciones de extracto. En cada tubo se
dispensaron 20 µl de solución con los
ooquistes, 30 µl de dH2O, 50 µl de
dicromato potásico al 10% y 100 µl
de cada dilución de extracto. Los
periodos de incubación seleccionados
fueron 30 minutos, 4 horas y 24
horas. Después de que transcurriese
el tiempo seleccionado, los ooquistes
se lavaron con dH2O mediante centri-
fugación (1.500 x g, 5 mi). Tras el
último lavado, los ooquistes se dis-
pensaron en una placa de 24 pocillos
en una solución de dicromato potásico
al 2% (C.F.). Como control negativo
se usó el DMSO a diferentes concen-
traciones, atendiendo a las diluciones
de los extractos, y como control posi-
tivo se emplearon diluciones seriadas
de formaldehido al 4%. La lectura de
los resultados se realizó después de
incubar las placas a TA durante 48
horas. Se realizaron triplicados de cada
condición y el ensayo se repitió en dos
días diferentes; para todas las condi-
ciones se contaron al menos 100
ooquistes, diferenciando entre espo-
rulados y no esporulados.

Ensayo de viabilidad de esporozoítos

Este ensayo permite determinar si
un extracto vegetal es capaz de pro-
ducir daños irreversibles que conduz-

can a la muerte de los esporozoítos.
Para realizar este ensayo se dispensa-
ron 5.000 esporozoítos diluidos en
medio RPMI (Sigma) en placas de 96
pocillos con diferentes concentracio-
nes de extracto metanólico de Ruta

pinnata y las correspondientes dilu-
ciones del control negativo (DMSO).
Como control positivo se usaron espo-
rozoítos inactivados por calor a 60° C
durante 30 minutos. Tras 3 horas de
incubación se retiraron cuidadosamen-
te 100 µl de sobrenadante y los espo-
rozoítos  se tiñeron añadiendo 100 µl
de Sytox Orange (Invitrogen) diluido
en medio RPMI a concentración 5 µM,
resultando una concentración final de
Sytox Orange de 2,5 µM. Tras 15 mi
de incubación adicional, se procedió
a la lectura de los resultados utilizan-
do un microscopio de fluorescencia
(Olympus, Eclipse 80i) usando una
longitud de onda de excitación de
510-560 nm y 575-590 nm de emi-
sión. Se realizaron triplicados de cada
condición y el ensayo se repitió en dos
días diferentes; para todas las condicio-
nes se contaron al menos 100 esporo-
zoítos, diferenciando entre viables
(no teñidos) y no viables (teñidos).

Análisis estadístico

Para el análisis estadístico de los
datos se agruparon todas las repeticio-
nes para cada uno de los correspon-
dientes ensayos y se estimaron las
diferencias mediante el test no para-
métrico Chi-cuadrado. El efecto de las
diferentes concentraciones de extracto
se comparó con los correspondientes
controles DMSO y se consideraron
significativas las diferencias para P <
0,05. En todos los análisis se utilizó el
programa estadístico Sigmastat 3.1
bajo entorno Windows.

Resultados y discusión

En el presente trabajo se ha evaluado
la actividad anticoccidiósica in vitro

de extractos metanólicos de la planta
endémica canaria Ruta pinnata y, en
su conjunto, los resultados obtenidos
demuestran que los extractos vegetales
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poseen una importante actividad fren-
te al coccidio de caprino Eimeria

ninakohlyakimovae, inhibiendo la
esporulación de los ooquistes y dis-
minuyendo la viabilidad de los espo-
rozoítos.

El grado de inhibición de la espo-
rulación varió en función del tiempo
de exposición de los ooquistes no
esporulados con los extractos de Ruta

pinnata. Tal y como puede observar-
se en la Fig. 1A, a los 30 minutos de
incubación la mayoría de los ooquis-
tes habían esporulado (80-90%) en
los controles negativos y en la mayo-
ría de las concentraciones del extrac-
to de Ruta pinnata ensayadas, con
excepción de la concentración de 3
mg/ml, en la que sí se apreció una
reducción significativa (P < 0,01) del
porcentaje de esporulación.  Tras 4
horas de incubación, el porcentaje de
ooquistes esporulados disminuyó de
forma significativa (P < 0,001) a con-
centraciones de extracto de 1,5 y 3
mg/ml y ligeramente, pero sin signifi-
cación estadística, para las concentra-
ciones C3 y C4 (Fig. 1B). Por último,
después de 24 horas de exposición de
los ooquistes no esporulados a los
extractos de la planta el efecto inhibi-
torio se observó a concentraciones
finales de extracto por encima de
0,75 mg/ml (P < 0,001), presentando
la concentración de 3 mg/ml del
extracto una actividad similar a la del
control positivo (formaldehido 2% en
este caso) (Fig. 1C). 

La importancia de este hallazgo
radica en la capacidad del extracto
metanólico de Ruta pinnata para dete-
ner la evolución de los ooquistes, y por
tanto, abortar el ciclo exógeno del pará-
sito. Los ooquistes de E. ninakohlyaki-

movae, como ocurre con el resto de
especies del género Eimeria, son elimi-
nados al medio por las heces de los ani-
males infectados en forma no esporula-
da y al cabo de 48 horas sufren un pro-
ceso de reproducción asexual (esporo-
gonia) que los convierten en elementos
infectantes (19). Los extractos de Ruta

pinnata reducirían de esta forma las
posibilidades de contagio de nuevos
hospedadores, con un efecto similar al

que presentan ciertos antisépticos que
se usan para la desinfección de los
corrales, algunos de los cuales han sido
evaluados in vitro frente a ooquistes de
E. tenella (14). Recientemente se ha
estudiado también el efecto antiséptico
in vitro de determinados aceites esen-

ciales de origen vegetal en base a su
capacidad de destrucción de ooquistes
de Eimeria spp. aviares, siendo los
aceites de artemisa, té, tomillo y clavo
los más efectivos (24). También del
Cacho et al. (9), al evaluar extractos
procedentes de Artemisia annua,
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Tabla 1. Concentraciones finales de un extracto metanólico de Ruta pinnata, con-

trol positivo (formaldehído) y control negativo (DMSO) utilizadas en los ensayos de

inhibición de la esporulación de ooquistes.
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Tabla 2. Concentraciones finales de extracto metanólico de Ruta pinnata  y control

negativo (DMSO) utilizadas en los ensayos de viabilidad de esporozoítos. 
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Figura 1A. Ensayo de inhibición de la esporulación de ooquistes de Eimeria nina-
kohlyakimovae. Se evaluó el efecto anticoccidiósico del extracto metanólico de

Ruta pinnata a diferentes concentraciones tras 30 mi (Fig. 1A), 4 h (Fig. 1B) y 24

h (Fig. 1C) de incubación. Como control negativo se empleó DMSO y como con-

trol positivo formaldehído (formol). El porcentaje de esporulación se determinó tras

lavar y posteriormente incubar los ooquistes a TA durante 48 h. Nivel de significa-

ción estadística al comparar los extractos con el control negativo: P < 0,01 (**) y P

< 0,001 (***).
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encontraron una gran inhibición en el
desarrollo y esporulación de los ooquis-
tes de E.  tenella debido a una alteración
de la pared de los mismos.  En cambio,
Saratsis et al. (29) no lograron inhibir la
esporulación de ooquistes in vitro de
especies de Eimeria ovinas más allá de
un 10,7% empleando diferentes extrac-
tos de la planta forrajera conocida como
esparceta o pipirigallo (Onobrychis
viciifolia).

El efecto de los extractos de Ruta

pinnata sobre la viabilidad de los
esporozoítos de E. ninakohlyakimovae

fue dosis dependiente tal y como
puede apreciarse en la Fig. 2. A con-
centraciones de 5 y 10 mg/ml los
extractos produjeron la muerte del
100% de los esporozoítos, con efecto
similar a la inactivación por calor (P <
0,001). A diluciones más altas del
extracto siguió observándose el
mismo efecto, siendo significativas las
diferencias en todos los casos (P <
0,001); la menor concentración que
produjo una inhibición significativa de
la viabilidad de los esporozoítos
(30%) fue de 0,1 mg/ml (Fig. 2). El
interés científico de la actividad de los
extractos de Ruta pinnata frente a los
esporozoítos radica en el potencial de
la planta como anticoccidiósico o anti-
coccidiostático, ya que los esporozoí-
tos constituyen el estado evolutivo del
parásito que en primera instancia
infecta las células del hospedador, las
células endoteliales de los vasos linfá-
ticos del íleon distal en el caso de E.

ninakohlyakimovae (34). Hasta el
momento no se han publicado estudios
donde se evalúe la actividad anticocci-
diósica in vitro de material de origen
vegetal frente a esporozoítos de
Eimeria spp. de rumiantes, aunque sí
se han realizado algunos ensayos in

vitro en aves. Así,  se ha demostrado
que la curcumina presenta un marcado
efecto inhibitorio in vitro frente a
esperozoítos de E. tenella induciendo
cambios morfológicos y reduciendo su
viabilidad e infectividad (17). Del
mismo modo, Burst et al. (6) han
observado que la viabilidad de los
esporozoítos de E. tenella es inhibida
por el efecto del carvacrol, la curcumi-

na y extractos de Echinacea purpurea,
por lo que podrían ser utilizados como
aditivos anticoccidiósicos en el pienso
o en el agua de bebida en el control de
la coccidiosis aviar.

El mecanismo de acción de los
extractos de Ruta pinnata frente a los
esporozoítos de E. ninakohlyakimovae

no es posible determinarlo en base a
ensayos realizados en el presente estu-
dio. Este mecanismo no necesariamen-
te tendría que ser el mismo que el res-
ponsable de la inhibición de la esporu-
lación de E. ninakohlyakimovae. En
cualquier caso, resulta evidente que, a
igual concentración, el esporozoíto es
más susceptible que el ooquiste, al tra-
tarse este último de un elemento de

resistencia. Este hecho podría justificar
la ausencia de efecto inhibitorio de la
esporulación de ooquistes de origen
ovino descrito previamente por  Saratsi
et. al. (29) al utilizar forraje de
Onobrychis viciifolia a pesar de que
estos mismos autores pudieron consta-
tar un importante efecto anticoccidiósi-
co in vivo utilizando extractos de esta
misma planta. También en ganado
caprino se han realizado algunos estu-
dios in vivo para evaluar la actividad
anticoccidiósica de extractos vegetales.
Así, se ha demostrado que extractos de
Aloe ferox, Elephantorrhiza elephanti-

na y Leonotis leonurus presentan un
efecto antiparasitario en infecciones
mixtas por helmintos y coccidios
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caprinos en Sudáfrica (20). Del mismo
modo, Markovics et al. (21) han publi-
cado que el consumo de plantas ricas
en taninos como Pistacia lentiscus

mejoran la respuesta frente a la cocci-
diosis en cabritos en torno al destete.

En este tipo de estudios, no sólo es
importante conocer la actividad anti-
parasitaria del extracto utilizado, sino
también evaluar su citotoxicidad.
Aunque no se ha evaluado en profun-
didad a nivel de laboratorio la citoto-
xicidad de Ruta pinnata, éste no sería
en principio un factor limitante de su
uso como antiparasitario. Así, en un
estudio coprológico realizado en lagar-
tos endémicos de Canarias se encon-
tró que las semillas de las rutáceas se
hallaban entre las más frecuentemente
encontradas en las heces, concluyen-
do así que éstas formaban parte de la
alimentación de los lagartos (25).

Los hallazgos obtenidos en el pre-
sente estudio suponen una contribu-
ción al descubrimiento de nuevos
compuestos con actividad antiparasi-
taria como alternativa al uso de anti-
coccidiósicos  y anticoccidiostáticos
convencionales. El efecto frente a la
inhibición de la esporulación de
ooquistes y de la viabilidad de los

esporozoítos  podría implementarse
valorando diferentes métodos de
extracción, diferentes partes de la
planta e incluso distintos momentos
de maduración del fruto, además de
realizar una comparación de la activi-
dad anticoccidiósica entre diferentes
rutáceas, como R. graveolens y R.

pinnata. En este sentido, existen estu-
dios que demuestran la actividad anti-
helmíntica del extracto crudo meta-
nólico de Calatropis procera es
menor que el efecto obtenido por el
extracto acuosos de la misma planta
en los mismos días de tratamiento
(15). También existen ejemplos de
plantas que muestran diferentes nive-
les de actividad antihelmíntica según
los extractos procedan de una parte
de la planta u otra, como ocurre con
Maesa lanceolata (32). Finalmente,
con el fin de validar el empleo de los
extractos habría que realizar estudios
in vivo utilizando la especie hospeda-
dora de destino.

En resumen, los resultados del pre-
sente estudio demuestran que la planta
endémica canaria Ruta pinnata presenta
una importante actividad anticcocidió-
sica in vitro frente a Eimeria nina-

kohlyakimovae, lo cual abre la posibi-

lidad de diseñar nuevas alternativas de
control frente a la coccidiosis caprina,
no descartándose que la actividad de la
planta pueda ser trasladable a otros
parásitos animales o humanos.
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