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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

2.1. INTRODUCCION

Entre las multiples afecciones parasitarias que pueden afectar a los animales
domésticos de abasto, las patologias originadas por los helmintos y coccidios se
extienden por todo el mundo considerandose de las parasitosis mas generalizadas y
que inciden con mas severidad en las explotaciones ganaderas, registrandose altas
tasas de morbilidad y ocasionando cuantiosas pérdidas econdmicas.

Entre las distintas nematodosis gastrointestinales que afectan al ganado ovino y
caprino destacan las producidas por la familia Trichostrongylidae, siendo Haemonchus
contortus una de las especies mas patdgenas. En su fase adulta, este nematodo se
localiza en el abomaso, donde se alimenta de sangre, por lo que los animales afectados
pueden presentar anemia severa, ademds de otros signos, entre ellos diversas
alteraciones gastrointestinales, edema y pérdida de peso.

Por otro lado, la coccidiosis en rumiantes es la denominacion que se atribuye a
las infecciones producidas por las diferentes especies del género Eimeria. Una de las
especies mas patdgenas que afectan al ganado caprino es Eimeria ninakohlyakimovae.
Este coccidio afecta principalmente a cabritos comprendidos entre las 2 semanas y 4
meses de edad, con una prevalencia de hasta un 30 % en las granjas de la Isla de Gran
Canaria. Los signos clinicos que acompanfan a la infeccién por E. ninakohlyakimovae se
ven agravados debido a la replicacion masiva en las células endoteliales hospedadoras,
lo cual da lugar a la destruccién generalizada de la mucosa intestinal. Este hecho se
manifiesta en el animal con graves cuadros diarreicos, en ocasiones hemorragicos,
frecuentemente acompafiado de mucus e incluso de restos de la mucosa intestinal.
Otros signos que acompaian la parasitaciéon por esta especie de Eimeria incluyen
debilidad, anorexia, pérdida de peso y retraso en el crecimiento de los animales
infectados.

Para el tratamiento y control de las enfermedades parasitarias se utilizan
comunmente agentes quimicos, combinados con practicas de pastoreo que limiten el
contacto entre el parasito y el hospedador, asi como mejora en el manejo y limpieza
de la explotacidn, siendo los beneficios de la utilizacion de estos métodos
incuestionables. Sin embargo, diversas circunstancias como el elevado coste invertido
en los tratamientos antiparasitarios, el aumento del interés de los consumidores por
métodos de produccién orgdnicos y sostenibles, la publicacién de nuevas leyes que
restringen cada vez mas el uso de aditivos y fdrmacos en produccion animal, asi como
la creciente aparicion de resistencias estdn teniendo un fuerte impacto sobre la
productividad. Este ultimo aspecto se considera de especial interés, ya que la pérdida
de eficacia de los productos comerciales disponibles, especialmente cuando estos
productos se han utilizado como la Unica accién terapéutica de control, podria derivar
en una situacion preocupante. Ante esta situacién, se ha promovido el desarrollo de
nuevas técnicas de control y tratamiento frente a las parasitosis, por ejemplo, el
control inmunoldgico, la seleccién de razas resistentes, el control bioldgico o la
fitoterapia.
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La posibilidad de encontrar principios activos y/o extractos naturales a partir de
plantas que sean utiles en producciéon animal constituye una alternativa muy
prometedora, mas si cabe, teniendo en cuenta que los hallazgos que se realicen de
forma general en la medicina veterinaria en este ambito, podrian ser también de
interés en el marco de la conservacion de la biodiversidad vegetal. De hecho, la
importancia de este tipo de trabajos recae, no exclusivamente en la posibilidad de
demostrar el efecto terapéutico de las plantas, la determinacion y andlisis de los
compuestos a los que se adscriben sus propiedades, o la elucidacién de los
mecanismos intrinsecos de actuacién, sino también en la posibilidad de subrayar el
interés y potencialidad que supone rescatar el conocimiento popular en etnobotanica,
conservar la diversidad floristica de una regién y mantener un desarrollo agroecolégico
sostenible en nuestro entorno.

Se han descrito numerosas plantas que poseen actividad antiparasitaria, no
solo frente a nematodos o protozoos, sino también frente a otros grupos parasitarios
como trematodos, cestodos y artrépodos. En medicina veterinaria, H. contortus ha
sido uno de los parasitos donde mas se ha investigado el efecto antihelmintico de
productos naturales de origen vegetal en diferentes partes del mundo. Sin embargo,
los estudios de fitoterapia enfocados al control de la coccidiosis caprina y, en general,
de rumiantes, son escasos.

Las Islas Canarias son un reducto de biodiversidad donde tradicionalmente se
han usado plantas, sobre todo endemismos, para el tratamiento de diversas
enfermedades, entre ellas las plantas pertenecientes a la familia de las rutaceas. A esta
familia de plantas se le atribuyen propiedades dermatoldgicas, pero también se han
usado como agentes espasmoliticos, antirreumaticos, analgésicos o como alternativa
al tratamiento de la alopecia en humanos, entre otras. Se desconoce mucho sobre el
uso de las rutdceas en medicina veterinaria, y, aunque se ha descrito su utilizacién
como parte de la alimentacidon del ganado, principalmente cuando presentan
parasitaciones digestivas, no existen evidencias cientificas que demuestren su efecto
antiparasitario.
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2.2. OBJETIVOS

2.2.1.

2.2.2.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antihelmintica y anticoccidiésica frente al nematodo de
pequeiios rumiantes Haemonchus contortus y al coccidio caprino Eimeria
ninakohlyakimovae de extractos procedentes de diversas plantas de la flora
canaria, en particular de la especie endémica Ruta pinnata.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Valorar y comparar la actividad antihelmintica y anticoccididésica mediante
ensayos in vitro de extractos metandlicos elaborados a partir de la parte aérea
sin fructificar de tres plantas pertenecientes a la flora canaria: Ruta pinnata,
Psoralea bituminosa y Ruta graveolens.

Evaluar y comparar la actividad antihelmintica y anticoccidiésica mediante
ensayos in vitro de extractos metandlicos y sus fracciones, elaborados a partir
de frutos en distintos estados de maduracién de Ruta pinnata.

Profundizar en la evaluacién de la actividad antihelmintica y anticoccididsica
utilizando ensayos in vitro del extracto metandlico de frutos maduros de Ruta
pinnata.

Estudiar la actividad antihelmintica y anticoccididésica empleando ensayos in
vitro de compuestos metandlicos, y sus fracciones, elaborados a partir de
cultivos in vitro de material vegetal de Ruta pinnata.

Evaluar la citotoxicidad in vitro de Ruta pinnata en cultivos celulares de células
epiteliales de colon bovino (BCECs) y células VERO (African Green monkey
kidney cells).

Investigar la actividad antiparasitaria de dos extractos (natural y procedente de
cultivos in vitro) de Ruta pinnata mediante ensayos in vivo.
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3.1. HAEMONCHOSIS

3.1.1. INTRODUCCION

La haemonchosis producida por Haemonchus contortus en los pequeios
rumiantes se incluye dentro un conjunto de enfermedades parasitarias que se conocen
comunmente como nematodosis gastrointestinales. Suelen ser infecciones mixtas, es
decir, producidas por diversas familias y géneros, destacando las siguientes:
Trichostrongylidae  (Haemonchus, Ostertagia, Teladorsagia, Trichostrongylus,
Marshallagia, Cooperia); Molineidae (Nematodirus); Ancylostomatidae (Bunostomun) y
Strongylidae (Chabertia y Oesophagostomun) (Meana y Rojo, 2000). Dependiendo de
la especie, estos vermes se localizan en distintas tramos del aparato digestivo:
abomaso, intestino delgado e intestino grueso.

Todas estas especies son parasitos vermiformes de seccién redondeada, de
color blanquecino o rojizo (si desarrollan hematofagia), con unas medidas que oscilan
entre un par de milimetros y tres o cuatro centimetros. La cuticula puede ser lisa o
estriada, mds o menos ornamentada y, a veces, puede presentar expansiones
cuticulares en el extremo anterior. A nivel del extremo posterior de los machos, las
expansiones de la cuticula forman una estructura conocida como bolsa copuladora,
donde se localizan diversas estructuras quitinosas que intervienen en la cépula.

Las hembras producen huevos que son ovoides, de cdscara fina, y que salen al
medio con las heces en fase de blastula. Contindian su desarrollo en el medio bajo
condiciones ambientales apropiadas hasta que eclosiona la larva (L1) de su interior, la
cual, bajo las mismas condiciones, experimentard dos mudas (L2 y L3) para alcanzar
finalmente el estado de L3, que serd infectante.

3.1.2. ETIOLOGIA
3.1.2.1. Taxonomia

Dentro del amplio conjunto de especies responsables de “gastroenteritis
parasitarias” en pequefios rumiantes, uno de los encuadres taxondmicos reconocidos
actualmente para Haemonchus contortus (H. contortus) seria el siguiente (Rudolphi,
1808; Wilford Olsen/Cordero del Campillo, 1977; Leiper, 1912; Coob, 1898):
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PHYLUM: Nematoda
CLASE: Nematoda
SUBCLASE: Rhabditia
ORDEN: Strongylida
SUBORDEN: Strongylina
FAMILIA: Trichostrongylidae
GENERO: Haemonchus

Aparte de H. contortus (Rudolphi, 1803), descrito como parasito del cuajar de
ovejas, cabras y, en menor medida, de bovinos y otros numerosos rumiantes en casi
todas las zonas del mundo, se han identificado otras especies diferentes dentro del
género. Gibbsons (1979) reconoce la existencia de un total de nueve especies
pertenecientes al género Haemonchus. Por otro lado, autores como Das y Whitlock
(1960), en base a diferencias morfoldgicas, propusieron la existencia de dos nuevas
subespecies y una nueva variedad de H. contortus, denominadas H. contortus
contortus (Australia), H. contortus cayugensis (EEUU) y H. contortus var. utkalensis
(India). Posteriormente se identificaron otras subespecies, como H. contortus
bangalorensis (India), H. contortus hispanicus (Espafia) y H. contortus kentuckiensis
(EEUU). Segun Daskalov (1972), el hospedador seria el principal responsable de la
aparicion de las diferentes subespecies de este parasito, sin dejar al margen la
influencia de los factores geograficos y ecoldgicos.

Actualmente, también se reconoce como especie dentro del género a H. placei
(Place, 1983; Ransom, 1911). La propuesta inicial de estos autores fue contrastada por
Roberts et al. (1954) tras diversos estudios realizados con rumiantes parasitados por
Haemonchus spp., a partir de los cuales concluyen que bovinos y ovinos estan
parasitados por dos especies distintas de este género, H. placei y H. contortus,
respectivamente.

Dentro de este mismo género se ha incluido también a la especie Haemonchus
similis (Travassos, 1914), encontrada en bdvidos y cérvidos en Florida, Luisiana y Texas,
ademads de en rumiantes de Europa y Brasil. En ciertas regiones de Africa, donde los
rumiantes comparten los mismos pastos durante todo el aifo, es comin encontrar
infecciones mixtas por H. placei, H. contortus y H. similis. En este caso, la ultima
especie citada es la predominante en bovinos de razas autéctonas (Achi et al., 2003).

Finalmente, se ha descrito la presencia de H. longistipes (Pailliet y Henry, 1909),
en camellos y dromedarios, asi como otras especies en rumiantes silvestres del Africa
austral, entre ellas, H. bedfordi (Le Roux, 1929), H. dinniki (Sachs, Gibbons y Leveno,
1973), H. krugeri (Ortlepp, 1964), H. lawewnci (Sandground, 1933), H. mitchelli (Le
Roux, 1929), H. vegliai (Le Roux, 1929), H. okapiae (van den Berghe, 1937) y H. horaki
(Lichtenfels et al., 2001).
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3.1.2.2. Morfologia

H. contortus se encuentra englobado en la superfamilia Trichostrongyloidea,
considerandose la especie de mayor longitud entre los nematodos gastrointestinales
con bursa (Anderson, 1992). Los trichostrongylidos constituyen un grupo de
nematodos, por lo general, pequeiios, frecuentes patdégenos de los rumiantes en
pastoreo, que tienen la apariencia de un pelo, y que suelen alojarse (salvo
Dyctiocaulus, que se localiza en vias respiratorias) en el tracto digestivo de mamiferos
y aves (Anderson, 1992; Urquhart et al., 2001). Existen, sin embargo, otros géneros
que parasitan la cavidad nasal (género Nasistrongylus), conductos biliares (género
Hepatojarakus) y glandula mamaria (género Mammanidula) de sus hospedadores
(Anderson, 1992).

Los miembros de esta superfamilia no presentan estructuras muy llamativas y
su capsula bucal es muy reducida. Sin embargo, en los machos destaca la presencia de
bolsas copuladoras desarrolladas con dos espiculas, cuyas caracteristicas morfoldgicas
se utilizan para su diferenciacion (Urquhart et al., 2001).

Haemonchus spp. (Cobb, 1898), uno de los géneros parasitos del cuajar de
diversos rumiantes con mayor potencial patégeno, tiene una longitud que oscila entre
los 10-30 mm, siendo las hembras mayores que los machos. Poseen una pequefa
capsula bucal con un fino diente o lanceta, asi como papilas cervicales prominentes. La
bolsa copuladora del macho es grande, en especial los Iébulos laterales, siendo el
I6bulo dorsal pequeiio y asimétrico. La vulva se sitla en el tercio posterior y puede
contar con una protuberancia, solapa o proceso lingtiforme.

H. contortus (Rudolphi, 1803) se localiza en el cuajar de ovejas y cabras en casi
todas las zonas del mundo. Se conoce vulgarmente como gusano rojo del cuajar de los
rumiantes y es una de las especies mds patdgenas. Los machos miden de 10 a 22 mm
de longitud, y las hembras de 18 a 34 mm (Soulsby, 1988). El macho de esta especie
presenta un color rojizo uniforme, mientras que en la hembra, los ovarios blancos
enrollados en espiral alrededor del intestino rojo le dan un aspecto rayado
caracteristico. Presenta unas crestas cuticulares en la superficie que van desde el
extremo anterior hasta mads alld de la mitad del cuerpo (Lichtenfels y Pilitt, 2000), si
bien se han observado ciertas diferencias en este sentido, segun el grado de
adaptacion al hospedador (ovino o caprino) (Wahab y Suhalia, 2007). Disponen de una
pequefia cavidad bucal que contiene una lanceta dorsal con la que erosionan la
mucosa gastrica (Meana y Rojo, 2000).

Los huevos liberados por las hembras tienen forma ovoide, son de cascara fina
y presentan un tamafo que oscila entre 67-85 x 41-48 um. Salen al exterior con las
heces en forma de blastula con 16-32 blastémeros (Soulsby, 1988; Anderson, 1992).

La primera fase larvaria (L1) mide 340-350 um de longitud y presenta un bulbo
esofdgico, una cola puntiaguda prominente y una cavidad bucal tubular. El segundo
estadio larvario (L2) es algo mayor y también posee bulbo esofégico. Tras la segunda
muda, se desarrollan las larvas de tercer estado (L3), que miden alrededor de 754-756
um de longitud y que estdn recubiertas por una vaina, la cual no es sino la cuticula de
la L2. La cola de este estado larvario es de tamafio medio y su extremo anterior
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estrecho y redondeado, caracteristicas que se utilizan para diferenciar las larvas de
Haemonchus de las L3 de otros géneros dentro de la superfamilia (MAFF, 1989).

El cuarto estado larvario (L4) tiene una longitud de 750-850 um y presenta una
capsula bucal provisional que le permite ingerir sangre. Antes de evolucionar a estado
adulto, pasa por una fase denominada L5 o preadulto, que ya posee caracteres
sexuales diferenciados.

3.1.2.3. Ciclo Biolégico

Fase exdgena

H. contortus tiene un ciclo bioldgico directo tipico de la superfamilia
Trichostrongyloidea (Soulsby, 1988; Urquhart et al., 2001). Los animales parasitados
eliminan huevos que salen al medio junto con las heces del hospedador y alli
evolucionan hasta el estado de L3 (envainada), que es la forma infectante. La infeccién
se produce de forma pasiva por la ingestién de las L3, cuyo posterior desarrollo hasta
el estado adulto se produce en la localizacién final, el abomaso, sin llegar a producir
ningun tipo de migracion organica (Fig. 1) (Urquhart et al., 2001).

Los adultos se localizan el
abomaso y depositan los huevos
en la luz géastrica

El ganado se infecta al
ingerir las L3 del pasto
contaminado

Los huevos son
3 eliminados al medio en
= )
@ forma de mérula

Los huevos eclosionan y las larvas
evolucionan hasta alcanzar el
estado L3 o forma infectante

Figura 1. Ciclo biolégico de Haemonchus contortus.

Las hembras son oviparas y son capaces de eliminar entre 5.000 y 10.000
huevos/dia (Meana y Rojo, 2000). Los huevos se desarrollan a medida que discurren
por el intestino del hospedador y posteriormente en el medio, siendo aquellos que
alcanzan el estado de pre-eclosidén mas resistentes a condiciones adversas como la
congelaciéon o la desecacién (Soulsby, 1988). Segun algunos autores, la masa fecal
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serviria de proteccién frente a condiciones ambientales desfavorables (Zajac, 2006) y
la humedad favoreceria la eclosion de los huevos (O’Connor et al., 2006). Se considera
que la temperatura 6ptima para el desarrollo exégeno del parasito oscila entre 20 y 30
°C. No obstante, es importante tener en cuenta que, incluso dentro de condiciones
medioambientales aceptables, cada especie parasita puede desarrollar adaptaciones
locales.

Dentro del rango de temperatura sefalado se suceden las dos primeras mudas
(Zajac, 2006), pero el tiempo en alcanzar el estado de L3 también depende de la
temperatura; asi, en veranos calurosos, el desarrollo de las larvas puede tardar 3 o0 4
dias, mientras que, si los huevos son depositados en primaveras frias, el desarrollo
puede verse retrasado varios meses (Zajac, 2006). Esta fase larvaria se caracteriza por
contar con una vaina que le proporciona gran resistencia frente a distintos factores
ambientales, pero evita que las larvas se alimenten, por lo que mueren una vez que las
L3 consumen sus reservas nutritivas acumuladas durante las fases previas. Por este
motivo, las larvas que eclosionan en periodos con temperaturas mads bajas cuentan con
menos movilidad y tienden a sobrevivir durante mas tiempo (Zajac, 2006).

Los huevos no se desarrollan por debajo de los 4 °C, y pueden no continuar su
desarrollo cuando se eleva la temperatura. Las larvas 3 suelen sobrevivir a
temperaturas bajas, pero a temperaturas altas pueden morir, asi como en heces en
descomposicion. La humedad fecal normal es adecuada parala L1y la L2, pero no para
la L3, que necesita de mayor humedad (O’Connor et al., 2007). Este factor, junto con
la lluvia, son muy importantes para que el tercer estadio abandone el material fecal y
se produzca la migracién hacia el pasto, por lo que, en periodos secos, un mayor
porcentaje de larvas quedara retenida en el estiércol (Zajac, 2006). También otros
factores como la intensidad de la luz, el viento o el transporte en invertebrados
pueden favorecer la migracién de las L3 hacia la hierba.

Fase enddgena

A los 30 minutos de su ingestién, aproximadamente, las larvas infectantes (L3)
se desprenden de la vaina por efecto de distintos estimulos del hospedador. Estos
estimulos hacen que la larva segregue un fluido de muda que actua sobre la cuticula
provocando su ruptura, con lo que la larva, ayudada por sus movimientos, puede salir.
La pérdida de la vaina se produce en el rumen vy, a continuacién, las fases larvarias del
pardsito migran al cuajar penetrando entre las gldndulas epiteliales gastricas (Meana y
Rojo, 2000).

Una vez en la mucosa, las larvas mudan otra vez y se transforman en L4 en el
interior de las glandulas. Estas larvas son capaces de ingerir sangre y causar pequeias
hemorragias a partir de los 3 dias postinfeccién. Después de la ultima muda se
transforman en L5 o preadultos, que maduran sexualmente y pasan a adultos
(Anderson, 1992). Los adultos machos y hembras se mueven libremente por la
superficie de la mucosa, y en ella se produce la fecundacidn. Las hembras son capaces
de poner huevos a partir de los 15 dias postinfeccion, sin embargo, en algunos casos, el

13



REVISION BIBLIOGRAFICA

periodo de prepatencia se prolonga hasta las 3 semanas (Anderson, 1992; Urquhart et
al., 2001).

3.1.2.4. Epidemiologia

H. contortus es un parasito que tiene distribucion mundial y se puede hallar
parasitando a los pequefios rumiantes de distintas zonas y climas del mundo. En
Estados Unidos de América, se ha estimado que el 74 % de las ovejas se encuentran
parasitadas por vermes gastrointestinales, siendo H. contortus la especie mas
importante (Zajac, 2006). En zonas geograficas con climas tropicales como Nigeria, se
ha citado una prevalencia del 64,3 % (Behnke et al., 2006), y en areas de climas
subtropicales como América Central se ha observado que un 3,6 % del total de larvas
encontradas en el pasto son de H. contortus (Abarca, 1990). Por otro lado, en Brasil, se
ha estimado que la prevalencia en granjas de pequefios rumiantes es del 62,9 %,
siendo el nematodo gastrointestinal predominante frente a otros, como
Trichostrongylus spp. o Cooperia spp. (de Souza et al., 2013). En nuestro entorno mas
cercano, considerado también como de clima subtropical (isla de Gran Canaria,
Espafia), la prevalencia se ha estimado en un 15,2 % (Molina et al., 1997). Una
prevalencia similar se ha registrado en la Peninsula Ibérica, con valores en torno al 15-
20% en granjas de ovinos del Valle del Ebro (Uriarte et al., 2003). También se ha
descrito una elevada prevalencia de Haemonchus en zonas climaticas tan distintas
como Zimbabwe, de clima semidrido (Pandey et al., 1994), o Suecia, donde la
temperatura media anual ronda los 7-8 °C (Lindqvist et al., 2001), y en areas
geograficas tan dispares como Turquia (Altas et al., 2009), China (Wang et al., 2006),
India (Tariq et al., 2008) o Malasia, donde recientemente se ha descrito una
prevalencia del 86,86 % de H. contortus en el ganado caprino del pais (Zainalabidin et
al., 2015).

En cualquier area geografica concreta (tropical, subtropical o templada), el
estudio de los aspectos epidemioldgicos de una enfermedad parasitaria permite
realizar una estimacion de la disponibilidad estacional de las larvas, las variaciones de
la carga parasitaria, asi como de las fuentes de contaminacién (Urquhart et al., 2001).
También ha de tenerse en cuenta que el crecimiento de la poblacién en el hospedador
y, consecuentemente, el aumento de la excrecidn de huevos, estan sujetos a factores
como la disponibilidad de larvas infectantes en el pasto, la inhibicién del desarrollo
larvario y al estado inmunitario de los animales (Meana y Rojo, 2000). Fuera del
hospedador, el desarrollo y la supervivencia dependen, sobre todo, de la temperatura
y la humedad, como quedd recogido en el apartado anterior.

En ciertas areas tropicales y subtropicales, la supervivencia de los parasitos esta
condicionada por la capacidad de hipobiosis de las larvas de H. contortus. Aunque se
desconoce el estimulo para desencadenar este fendmeno, la hipobiosis ocurre al inicio
de una prolongada estacidn seca y permite al parasito sobrevivir en el hospedador
como L4 inhibida en lugar de madurar y producir huevos que no se desarrollarian en el
pasto arido (Urquhart et al., 2001). Este fendmeno también se ha observado en climas
semidridos o en climas de tipo tropical seco, como en Sudafrica, donde el desarrollo de
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las larvas hipobidticas continta justo antes del inicio de las estaciones lluviosas de
noviembre y diciembre (Taylor et al., 2005). Lo mismo ocurre en zonas de clima
tropical lluvioso como en Kenia (Nginyi et al., 2001). La hipobiosis también se ha
observado en climas frios (Suecia), donde casi el 100 % de las L4 detiene su desarrollo
durante las épocas con temperaturas mas bajas, y no es sino hasta el préximo verano
cuando reactivan su ciclo (Waller et al., 2004).

En areas geograficas con climas templados, las condiciones ambientales en
determinadas épocas del afio son, en general, menos favorables para la supervivencia
de H. contortus, por lo que la epidemiologia es diferente a la de zonas tropicales. En
estas zonas, las infecciones se desarrollan normalmente en dos circunstancias. En una
de ellas, probablemente la mas comun, acontece el denominado ciclo sencillo anual,
donde las larvas infectantes que se han desarrollado de los huevos depositados en
primavera son ingeridas por el hospedador a principios de verano, quedando la
mayoria de ellas inhibidas en el abomaso como L4 sin completar el desarrollo hasta la
primavera siguiente. En estas circunstancias, la maduraciéon de las larvas hipobidticas
se encuentra ligada en muchos casos a brotes agudos de haemonchosis. Otra
posibilidad de que aparezcan signos clinicos puede acontecer a finales de verano en
corderos infectados a partir de pastos contaminados con larvas que no realizaron la
hipobiosis al inicio del verano (Urquhart et al., 2001).

3.1.2.5. Patogénesis

La principal caracteristica de la infeccion por Haemonchus spp. es la anemia.
Tanto los adultos como las larvas de cuarto y quinto estado de H. contortus en
pequefios rumiantes y de H. placei en vacas son hematéfagos, considerandose
responsables de lesiones hemorragicas en el cuajar. La pérdida de sangre se ha
calculado en 0,05 ml por parasito y dia, atribuibles tanto a la ingestion como al
sangrado de las heridas que produce, de modo que un hospedador parasitado con
5000 adultos de H. contortus podria perder alrededor de 250 ml de sangre al dia. La
sangre aparece en las heces a los 6-12 dias de la infeccion (Clark et al., 1962). Sin
embargo, en condiciones naturales, H. contortus coexiste normalmente con varias
especies de nematodos pardsitos diferentes con mecanismos de accién patégena
distintos y localizaciones en diversos tramos del tracto gastrointestinal. La accién
patdgena total, cuya gravedad depende principalmente de la edad del hospedador y
de la intensidad de la infeccidn, seria la suma de la accidén patdgena de cada una de las
especies que se ven implicadas (Meana y Rojo, 2000).

No obstante, la accidn patdégena de H. contortus comienza a ser patente ya con
la presencia de las L3, que son capaces de provocar alteraciones en la permeabilidad
de la mucosa abomasal (Dakkak et al., 1981). Los estados tempranos larvarios también
se ha demostrado que pueden inducir cambios en la actividad secretora del abomaso,
aunque mucho menores que los producidos posteriormente por los adultos (Simpson
et al., 1997). La penetracion y crecimiento de las larvas en el interior de la mucosa
originan la dilatacion y protrusion de las glandulas gastricas, las cuales seran
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reemplazadas mds tarde por células no diferenciadas, siendo en esta localizacién
donde tienen lugar los principales cambios funcionales y morfoldgicos (Soulsby, 1988).

3.1.2.6. Respuesta inmune frente a nematodos gastrointestinales

Las infecciones por nematodos gastrointestinales inducen en el hospedador
respuestas inmunitarias protectoras que vienen determinadas tanto por mecanismos
especificos como inespecificos, existiendo una compleja interaccidon entre ambos. En
general, la respuesta inmunitaria se puede dividir en dos categorias: respuesta innata
y adaptativa (Janeway, 2001).

La inmunidad innata constituye la primera linea de defensa frente a los
pardsitos, y es aquella con la que cuenta el individuo desde su nacimiento (De Veer et
al., 2007). Se desarrolla a través de mecanismos tanto moleculares como celulares de
respuesta rdpida, y se caracteriza por no establecerse respuesta de memoria (Tizard,
2009). En el aparato digestivo se presentan distintos mecanismos de inmunidad innata,
tanto inmunolégicos como no inmunolégicos, que tienen como objetivo destruir al
agente patdgeno e impedir que se disemine por el hospedador. Entre los mecanismos
no inmunoldgicos destacan las barreras externas fisicas, quimicas o bioldgicas que
previenen la entrada del agente infeccioso o parasitario, como son el epitelio digestivo
recubierto por las secreciones mucosas, el pH gastrico, las enzimas del mucus, la flora
bacteriana y el peristaltismo intestinal (Basset et al., 2003). En el caso de que el agente
patégeno supere estas barreras, entran en acciébn una serie mecanismos
inmunolégicos, normalmente asociados a un proceso inflamatorio, en los que
intervienen diversas células fagocitarias (macréfagos y neutréfilos), algunos linfocitos
conocidos como Natural Killer, y diversos factores solubles, tales como los
componentes de la via alternativa del complemento, citoquinas y mediadores de la
inflamacién (Collado et al., 2008; Tizard, 2009).

La respuesta inmune adaptativa o adquirida se activa cuando los agentes
patdégenos han superado las primeras barreras inmunitarias. Sus respuestas son
especificas y tienen la capacidad de desarrollar memoria inmunoldgica. Esta respuesta
tarda varios dias en instaurarse, tiempo necesario para reconocer al antigeno e inducir
la diferenciacion de los linfocitos T y B en células efectoras de memoria (McClure et
al., 2000). Desde el punto de vista puramente tedrico, la inmunidad adaptativa incluye
dos tipos de mecanismos: la inmunidad celular, mediada fundamentalmente por los
linfocitos T, y la inmunidad humoral, mediada por los anticuerpos. La respuesta
adquirida comienza con la presentacién del antigeno a los linfocitos T CD4+, los cuales
regulan el tipo de respuesta efectora que se desarrollara frente al parasito (Gémez-
Lucia, 2007). Se reconoce que este tipo celular juegan un importante papel en la
inmunidad de los rumiantes frente a los nematodos gastrointestinales (Koyama et al.,
1995). Después del reconocimiento del antigeno por parte de los linfocitos T CD4+, se
produce la diferenciacion de las células T colaboradoras (Th), siendo un evento clave
en el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa, ya que la respuesta que se
desarrollara frente a un patégeno invasor dependera de las citoquinas que produzcan
los linfocitos Th (Van de Ham et al., 2013). Durante aios, diferentes estudios
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realizados en roedores han mostrado que existen dos subpoblaciones de linfocitos Th,
denominadas Th1l y Th2, que se distinguen por las citoquinas que producen y, en base
a esto, orientan la respuesta inmune hacia mecanismos especificos frente a patégenos
intracelulares (respuesta Th1l) o extracelulares (respuesta Th2) (Paul y Seder, 1994).
Aunque en las infecciones por nematodos gastrointestinales en rumiantes nunca ha
estado clara la dicotomia Th1/Th2, tradicionalmente se han considerado de mayor
importancia las reacciones Th2 (Lacroux et al., 2006). A partir de esta diferenciacion,
se ponen en marcha los mecanismos efectores de la inmunidad, entre los que
destacan la hiperplasia de los mastocitos en la mucosa, la aparicién o incremento del
numero de leucocitos globulares, el aumento de la poblacién de eosindfilos en las
mucosas, asi como la hiperplasia de células productoras de mucus. En relaciéon con
esto ultimo, suele haber un incremento de la produccién de mucus y un aumento de
su viscosidad, lo cual dificulta la motilidad lavaria y de los vermes adultos. Estos
mecanismos efectores también incluyen el aumento de la motilidad del tracto
digestivo, asi como la produccion de anticuerpos especificos, cuya concentracién
aumenta sustancialmente tanto a nivel sistémico como en el propio mucus (Balic et
al., 2000).

En general, en la respuesta inmune celular provocada por la infeccion con
nematodos gastrointestinales se produce un incremento en el nimero de linfocitos en
la mucosa y linfonddulos locales. Esta poblacién de linfocitos puede verse
incrementada o reducida dependiendo de la especie y la fase de desarrollo parasitaria,
el hospedador y el tipo de infeccién (primaria o secundaria). En la respuesta primaria,
los cambios en el numero vy tipo de linfocitos presentes en los tejidos y en los ganglios
linfaticos regionales se producen, sobre todo, durante la fase de infeccién larvaria,
siendo esta respuesta mds rdpida y pronunciada en la mucosa y linfonédulos locales de
animales previamente infectados, es decir, animales sensibilizados (Balic et al., 2000).
Ademas, es frecuente observar un incremento en los recuentos de eosinodfilos, tanto
en la sangre como en los tejidos. Durante la infeccidon primaria, el incremento de
eosinodfilos, que puede observarse tanto en los tejidos como sangre periférica, suele
asociarse fundamentalmente a los estadios larvarios, probablemente debido al
elevado poder quimiotdctico que ejercen las larvas de los helmintos sobre los
eosindfilos (Balic et al., 2002). Durante la infeccién secundaria, tal y como se ha
descrito para los linfocitos, los recuentos de eosindfilos son, por lo general,
sensiblemente superiores a los detectados en animales primoinfectados (Balic et al.,
2003). En la respuesta inmune celular frente a nematodos gastrointestinales también
intervienen los mastocitos y leucocitos globulares. Ambos tipos celulares son capaces
de liberar mediadores que favorecen la expulsion del parasito debido al ambiente
hostil que se crea en el hospedador; aparte, pueden actuar como células
presentadoras de antigeno, por lo que se consideran un puente entre la respuesta
innata y la adaptativa (Salinas, 2007; Metcalfe, 2008).

La respuesta inmune humoral va acompafiada generalmente de un incremento
de los niveles de anticuerpos especificos de los isotipos I1gG e IgE en el suero, y de la
IgA en los tejidos (Schallig, 2000). Dicho aumento suele ser mayor y mas rdpido en
infecciones secundarias (Balic et al., 2000). La IgA es la inmunoglobulina mas
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abundante en las mucosas de los animales infectados (Halliday et al., 2007),
asociandose mas estos niveles con las etapas larvarias que con la presencia de los
vermes adultos (Canals y Gasbarre, 1990). Sin embargo, la I1gG parece relacionarse
tanto con estadios larvarios como con vermes adultos, siendo una respuesta de gran
magnitud tanto a nivel sistémico como local (Wedrychowicz et al., 1994; Lacroux et
al., 2006). En su modo de accidn, las IgGs podrian unirse a los antigenos parasitarios
solubles, alterando con ello la actividad nutritiva y reproductora de los vermes
(Salinas, 2007). Por su parte, la IgE parece estar relacionada con las respuestas de
hipersensibilidad tipo | mediadas por mastocitos (Claerebout y Vercruysse, 2000),
aunque su papel en la respuesta frente a infecciones por nematodos gastrointestinales
en rumiantes aun sigue siendo controvertido. En la respuesta inmune humoral
también actian determinadas citoquinas, que son proteinas producidas
fundamentalmente por células del sistema inmunitario que tienen como funcion la
comunicacion entre los distintos componentes del mismo para su accion coordinada.
Estas moléculas pueden ser sintetizadas por una gran variedad de células y las
respuestas que inducen estan en funcién de la célula que activen y la secuencia en la
que se producen. En la actualidad se conocen una gran cantidad de citoquinas
distintas, algunas de las cuales se ha demostrado que participan en la respuesta
inmune frente a nematodos gastrointestinales en rumiantes, entre ellas: la
interluquina 4 (IL-4), la interluquina 5 (IL-5), la interluquina 10 (IL-10) o el interferén y
(IFN-y) (Garcia, 2007).

3.1.2.7. Signos clinicos

La aparicion de signos clinicos esta relacionada con la influencia de factores
dependientes del propio pardsito (ciclo endégeno, habitos alimentarios y dosis
infectante), asi como del hospedador (edad, receptividad, estado nutritivo, estado
inmunoldgico), siendo la anemia, en general, el signo clinico mas importante (Dargie y
Allonby, 1975; Scala, 2006).

Otra de las alteraciones mas caracteristicas, tanto en infecciones por H.
contortus como en las producidas por otros tricostrongiloideos, es la hipoproteinemia
(Abbott et al., 1988). Son frecuentes también la anorexia y consiguiente reduccion del
consumo de alimento, posiblemente debido al dolor gastrico que origina la
parasitacidn, sin que se descarte una reduccién del apetito a nivel del sistema nervioso
central producida por productos excretados-secretados por el parasito (Abbott et al.,
1988; Miller y Horohov, 2006).

Comunmente, se considera que la haemonchosis puede manifestarse siguiendo
tres tipos de curso clinico: hiperagudo, agudo y crénico (Soulsby, 1988; Urquhart et
al., 2001). La infeccién hiperaguda se produce en animales muy jévenes que se
exponen a una infeccién masiva, de en torno a 30.000 vermes. Este numero de
parasitos provoca el rdpido desarrollo de un proceso de anemia, que suele
acompafarse de heces de color oscuro y una muerte subita debido a la pérdida de
sangre (Miller y Horohov, 2006). El cuadro suele estar acompafiado de una gastritis
hemorragica intensa y puede producir la muerte del animal, incluso durante el periodo
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prepatente. La haemonchosis aguda se observa en animales jovenes pero con
infecciones menos intensas que en el caso anterior. La anemia en este caso es menor,
ya que hay tiempo para que se desarrolle una respuesta eritropoyética. Las infecciones
cronicas son las mas comunes y, probablemente, las que tienen mayor importancia
econdmica, debido a las pérdidas no visibles ni cuantificables que pueden ocasionar.
En este caso, el nUmero de parasitos es mas bajo, pero capaz de provocar debilidad de
los animales, caida de la lana de las ovejas, agotamiento y emaciacion (Scala, 2006).

Como en otras nematodosis gastrointestinales, la haemonchosis tiene un
efecto importante sobre los pardmetros productivos. Se reduce la ganancia diaria de
peso, el crecimiento (Abbott et al., 1988; Bricarello et al., 2005) y la produccién de
leche. Las alteraciones digestivas hacen que el organismo disponga de cantidades
reducidas de proteinas, utilizandolas para funciones primarias en detrimento de otras
como la ganancia de peso, produccion lactea o de lana. Ademds, como ocurre en otras
enfermedades parasitarias, las infecciones por tricostrongilidos favorecerian el
desarrollo de una serie de reacciones en el hospedador que pueden traducirse en
enfermedades secundarias o incluso la muerte (Biffa et al., 2007).

3.1.2.8. Lesiones

Los signos post-mortem observados en los animales parasitados por esta especie
varian dependiendo del tipo de cuadro clinico desarrollado. En general, las membranas
mucosas y la piel estdn palidas, la sangre tiene un aspecto acuoso y los drganos
internos estan intensamente pdlidos (Nettles et al., 2002). Con frecuencia, hay
hidrotérax, fluido en el pericardio y ascitis, asi como una gran caquexia y sustitucién de
la grasa tisular por un tejido gelatinoso de color marrén brillante, signo de
degeneracion. El cuajar contiene una ingesta pardo-rojiza y un gran numero de
gusanos que se mueven activamente si el cadaver esta todavia caliente.

La mucosa aparece inflamada y cubierta de pequenas marcas rojizas, producto de
las erosiones producidas por los parasitos. A partir de los 35 dias de la infeccién ya se
observan pequenas Ulceras con hemorragias capilares. En ocasiones se detectan
Ulceras superficiales de bordes irregulares en las que se encuentran fijados por su
extremo anterior un gran numero de vermes, y no es infrecuente que se pueda llegar a
producir una fuerte gastritis hemorragica (Urquhart et al., 2001).

Microscépicamente, se observan alteraciones en las glandulas circundantes a
aquellas afectadas por los nematodos gastricos. En ellas se produce una rapida divisién
celular que origina una marcada hiperplasia, con engrosamiento de la mucosa, edema
submucoso, asi como un aumento del nimero de células plasmaticas (Meana y Rojo,
2000). También se produce una infiltracion de células mononucleares en las glandulas
gastricas, asi como la proliferacién de tejido conectivo, incluso llega a producirse
necrosis (Javanbakht et al., 2014). En la mucosa abomasal se puede observar un
aumento de linfocitos tipo T, principalmente CD4+ y yb+ en los primeros dias
postinfeccion pero, a medida que la infeccidon avanza, este tipo de células disminuye
incrementando el numero de linfocitos T CD8+ (Pérez et al., 2008). También se ha
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descrito la presencia de eosindfilos en la mucosa abomasal y en tejidos adyacentes a la
infeccién (Gonzdlez et al., 2011).

3.1.3. DIAGNOSTICO

Debe realizarse en base a los datos clinicos, al historial epidemioldgico, asi
como a distintos analisis de laboratorio.

3.1.3.1. Datos clinicos y epidemiolégicos

Es dificil debido a que las manifestaciones mas frecuentes (adelgazamiento,
anemia, etc.) pueden aparecer en otros procesos, parasitarios o no. Aun asi, estos
signos pueden orientar y aportan informacién valiosa si los relacionamos con los datos
epidemioldgicos.

Se puede sospechar de infecciones intensas por nematodos cuando en una
explotacién ganadera se aprecian signos relacionados con trastornos
gastrointestinales, animales en mal estado, anoréxicos e incluso muertes esporadicas.
La anemia que provoca H. contortus, sobre todo en animales jovenes, puede ser un
sintoma clave para el diagndstico, aunque siempre requiere de confirmacién
laboratorial (Soulsby, 1988).

Durante los uUltimos afios se estd poniendo en practica en zonas endémicas la
utilizacidon de métodos basados en el grado de palidez de las mucosas (FAMACHA) para
estimar el grado de infeccion por H. contortus. La utilizacion de este método podria
contribuir a identificar aquellos animales con cargas parasitarias mas elevadas, con lo
gue se podria racionalizar el uso de antihelminticos en términos econémicos, a la vez
que dificultar la aparicion de resistencias debido al excesivo uso de estos productos
(van Wyk y Bath, 2002).

3.1.3.2. Analisis de laboratorio

El analisis de laboratorio es imprescindible para establecer un diagndstico
asertivo. Sin embargo, este diagndstico debe ir acompanado de datos clinicos y
epidemioldgicos, puesto que ninguna prueba laboratorial de uso comun tiene por si
sola un valor determinante.

Tradicionalmente, la confirmacién de la infeccidon por H. contortus se realiza
mediante estudios coproldgicos. El procedimiento mds cominmente usado para
detectar huevos fecales de H. contortus es la técnica de concentracién por flotacién,
gue se basa en la capacidad de los huevos del pardsito para flotar en soluciones
concentradas de azucar, cloruro sddico, sulfato de zinc, sulfato magnésico o nitrito de
sodio. La morfologia de los huevos de H. contortus es similar a la de otros géneros de la
misma familia Trichostrongylidae (Ostertagia spp., Trichostrongylus spp., etc.) por lo
gue un diagndstico certero debe ir precedido de cultivos fecales y observacion de las
caracteristicas morfoldgicas de las L3 (Meana y Rojo, 2000). En ocasiones, es necesario
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realizar un analisis cuantitativo de las muestras fecales, como indicador de la carga
parasitaria. Para ello se han descrito varios procedimientos, como la técnica de la
doble centrifugacién, el método de Stoll modificado y la técnica de McMaster, siendo
esta ultima la mas usada (MAFF, 1989; Ballweber, 2006).

3.1.3.3. Necropsia

Este método de diagndstico incluye el estudio tanto de las lesiones generales
(anemia, ascitis, adelgazamiento, caquexia) como de las locales (gastritis), incluyendo
la visualizacién de los vermes adultos en el cuajar. Es una forma de diagndstico
sencilla, pero también tiene sus inconvenientes; por ejemplo, cuando no se
encuentran vermes en el abomaso de los animales como consecuencia de un
fendmeno de autocura o cuando, en la fase terminal de la enfermedad, la mayor parte
de los parasitos han desparecido del abomaso (Urquhart et al., 2001). En otros casos,
la muerte puede sobrevenir en ausencia de un nimero abundante de vermes en la luz
del abomaso debido a la accion patégena ejercida por los vermes inmaduros (Miller y
Horohov, 2006).

3.1.3.4. Diagndstico seroldgico

Otros métodos que se han considerado en el diagndstico de la haemonchosis y
otras parasitosis gastrointestinales han sido distintos métodos serolégicos, entre los
gue cabria destacar algunos test inmunoenzimaticos (ELISA), tanto para detectar
reacciones serolégicas frente a antigenos somaticos como frente a productos de
excrecidon/secrecién de H. contortus (Prasad et al., 2008), bien en forma de antigenos
circulantes (en muestras de suero, orina o leche) (Petit et al., 1981) o, incluso, como
coproantigenos (Derbala y el-Rahman, 2001). Entre los inconvenientes observados en
su utilizacién se han sefalado la dificultad para detectar infecciones primarias (Gill,
1991), o la aparicion de reacciones cruzadas con otros tricostrongilidos (Cuquerella et
al., 1994). Para evitar las reacciones cruzadas (especialmente frente a Teladorsagia
circumcincta), se han llevado a cabo distintos estudios en los que se ha analizado la
respuesta seroldgica frente antigenos especificos de vermes adultos o larvas 4 de H.
contortus, tanto en ganado ovino (Schallig et al., 1994; Gomez-Muiioz et al., 2000)
como en caprino (Molina et al., 1999).

3.1.3.5. Otros métodos

Algunos autores han conseguido diferenciar la presencia de huevos fecales de
H. contortus de diversos trichostrongilidos mediante la utilizacién de algunas lectinas
como marcadores. Asi, la aglutinina de cacahuete se ha observado que se une de
forma especifica a la superficie de los huevos de H. contortus (Palmer y McCombe
1996). También se han demostrado de utilidad la determinacion de sangre oculta en
las heces (Colditz y Le Jambre, 2008) y la PCR en tiempo real (Siedek et al., 2006).
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3.1.4. TRATAMIENTO, PROFILAXIS Y CONTROL

3.1.4.1. Antihelminticos sintéticos

Actualmente, el control y la profilaxis de las trichostrongiloidosis incluyen un
conjunto de acciones que combinan los tratamientos antihelminticos estratégicos con
practicas de pastoreo que limiten los riesgos de infeccidn. Estas medidas deberian
disenarse de forma especifica de acuerdo con los sistemas de explotacion y las
condiciones climaticas (Meana y Rojo, 2000).

Entre los farmacos que se emplean actualmente destacan los pertenecientes a
los siguientes grupos farmacoldgicos: benzimidazoles y probenzimidazoles (como el
febendazol y el albendazol), imidazotiazoles (como el tetramisol y el levamisol) y
lactonas macrociclicas (como la ivermectina, la doramectina o la eprinomectina), todos
ellos ampliamente empleados (Schoenian, 2005). Sin embargo, la utilizacidn reiterada
y de forma inadecuada de estos farmacos ha favorecido el desarrollo de cepas de
nematodos gastrointestinales resistentes frente a estos farmacos en todo el mundo
(Wolstenholme et al., 2004), lo que esta empezando a complicar su control.

Como se ha comentado anteriormente, es necesario tomar medidas
complementarias y/o alternativas al uso de antihelminticos; a continuacion se
describen brevemente algunos de los métodos mds cominmente utilizados.

3.1.4.2. Manejo del pasto

Se considera de gran importancia la adaptacion del tipo de manejo del pasto a
las condiciones climaticas de la zona o regidn, puesto que cada parasito se adapta a las
condiciones locales. El objetivo principal de la mayoria de los actuales regimenes de
pastoreo consiste en aumentar al maximo la utilizacién de los pastos disponibles para
el ganado de pastoreo, a la vez que disminuir la cantidad de larvas infectantes (L3) en
el pasto para, en definitiva, limitar el contacto entre hospedadores y parasitos (Stear
et al., 2007). Otra posibilidad podria ser la disminucién de la densidad del rebafio,
puesto que un menor numero de hospedadores permitiria una menor eliminacién de
huevos en el pasto y con ello disminuiria la posibilidad del contagio para otros
animales (Soulsby, 1988; Stromberg, 1997).

3.1.4.3. Suplementos nutricionales

La alimentacidn suplementaria se considera también un método de control
frente a nematodos, aunque la adopcién mas generalizada de esta solucidon no es
sencilla debido, principalmente, al coste del mismo (Stear et al., 2007).

Un ejemplo de este tipo de actuacion seria el suplemento de proteinas en la
dieta antes y durante la infeccién (Nnadi et al., 2007). Este procedimiento podria
ayudar a prevenir o reducir los signos clinicos en infecciones por H. contortus, ademas
de favorecer el desarrollo de una respuesta inmune efectiva frente al parasito
(Wallace et al., 1999; Strain y Stear, 2001).
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Asi mismo, algunos estudios han demostrado que la dieta suplementada con
urea en corderos infectados con H. contortus es capaz de elevar los niveles de
albumina plasmaticos y el hematocrito, asi como producir un aumento en la ganancia
media diaria de peso y de apetito de los animales (Wallace et al., 1998).

Ademas del efecto positivo de las dietas con suplementos proteicos, se ha
observado que ciertos oligoelementos como el hierro, el zinc, el cobre o el molibdeno
podrian actuar reforzando la resistencia del hospedador a las infecciones por
nematodos, por lo que su empleo podria incluirse también entre las estrategias de
control de las nematodosis gastrointestinales (Koski y Scott, 2003). Otros autores han
demostrado que afiadir selenio a la alimentaciéon de los animales podria mejorar la
respuesta inmune frente a diferentes patégenos, incluyendo las infecciones por H.
contortus en ovejas (Hooper et al., 2014).

A parte de los métodos anteriormente citados, existen nuevas alternativas al
tratamiento y control de las parasitosis, como el control inmunolégico, la seleccién de
razas resistentes, el control bioldgico o la fitoterapia. Estos seran descritos con mas
detalle en los siguientes apartados.

23



REVISION BIBLIOGRAFICA

3.2. COCCIDIOSIS

3.2.1. INTRODUCCION

Las parasitosis producidas por las diferentes especies del género Eimeria en los
pequefios rumiantes constituyen un grupo de enfermedades denominadas
comunmente coccidiosis. Los coccidios se transmiten por contaminacién orofecal y se
reproducen mediante secuencias de fases sexuales y asexuales de multiplicacién vy
desarrollo, principalmente en las células epiteliales del canal alimentario; como
resultado se produce una enteritis que puede variar de catarral a hemorragica y que
suele acompafarse de diversos grados de diarrea, pérdida de peso, anorexia, mal
estado general y, en ocasiones, muerte (Bowman, 2004).

3.2.2. ETIOLOGIA
3.2.2.1. Taxonomia

La clasificacion taxondmica de las especies responsables de las coccidiosis
parasitarias en rumiantes mas aceptada actualmente es la siguiente (Schneider, 1975;
Soulsby, 1982; Levine, 1988; Urquhart et al., 1996):

PHYLUM: Aplicomplexa
CLASE: Sporozoea
SUBCLASE: Coccidia
ORDEN: Eucoccidia
SUBORDEN: Eimeriina
FAMILIA: Eimeridae
GENERO: Eimeria

Hasta la fecha se han descrito un total de 18 especies de Eimeria en los
caprinos (Soe y Pomroy, 1992; Smith y Sherman, 2009), de las cuales nueve se
reconocen como las mas frecuentes y de mayor trascendencia patoldgica,
considerandose Eimeria arloingi (Marotel, 1905), Eimeria ninakohlyakimovae (Yakimoff
y Rastegaieff, 1930) y E. christenseni (Lima, 1961) como las mas patdgenas, debido a su
capacidad de replicacién masiva durante la primera merogonia en las células
endoteliales hospedadoras, y a la destruccidn generalizada de la mucosa intestinal
afectada (Soe y Pomroy, 1992; Ruiz et al., 2006; Taylor et al., 2007). Otras especies de
Eimeria que se encuentran presentes en el ganado caprino son E. alijevi (Kasim et al.,
1991; Musaev, 1970), E. hirci (Lima, 1980), E. caprina (Lima, 1999), E. caprovina (Lima,
1980) y E. jolchijevi (Lima, 1980). Todas estas Ultimas especies se desarrollan en las
células epiteliales del intestino delgado y grueso y, por lo general, se consideran
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menos patégenas que las anteriores, aunque se han descrito casos de coccidiosis
subclinicas atribuidos a algunas de ellas (Taylor et al., 2007).

3.2.2.2. Morfologia

Las especies del género Eimeria, al igual que ocurre en otros coccidios, presenta
en su desarrollo biolégico un tipo morfolégico denominado zoito, que es una célula
movil, con forma de platano, redondeada por un extremo y puntiaguda por el otro.
Segun el momento del ciclo biolégico de los coccidios, los zoitos reciben diferentes
denominaciones, entre ellas esporozoitos (formas infectantes que se encuentran en
los ooquistes esporulados) y merozoitos (formas resultantes de la multiplicacién
asexual del parasito dentro del hospedador) (Jolley y Bardsley, 2006). Todos ellos
tienen en comun la presencia de un complejo apical que estd formado por elementos
estructurales y secretores que son cruciales en el proceso activo de invasidon de la
célula hospedadora, en el proceso de formacion de la vacuola parasitaria y en la
division celular dentro de la células hospedadoras infectadas (Morrissette y Silbley,
2002; Striepen et al., 2007; Katris et al., 2014). Entre los componentes estructurales
del complejo apical se encuentra un anillo-polar, un conoide, microtubulos
subpeliculares, roptrias, micronemas y granulos densos, algunos de los cuales juegan
un papel también en la organizacion de los microtubulos de la célula hospedadora
durante el crecimiento intracelular y la replicacion de parasito (Chobotar y
Scholtyseck, 1982; Urquhart et al., 1996). Los elementos estructurales del complejo
apical proporcionan la orientacién del pardsito, y son el punto focal para la
externalizacion de sus organulos secretores (Katris et al., 2014). Por otra parte,
después del contacto del complejo apical con la membrana de la célula hospedadora,
la invasidon celular se logra debido a que el parasito activa la motilidad y/o
desplazamiento regulado por elementos de actina y miosina (Striepen et al., 2007).

Todas las especies de la Familia Eimeridae forman ooquistes que son
eliminados al medio por las heces como formas de resistencia. La morfologia de los
ooquistes es clave para la diferenciacion entre las distintas especies, pudiendo variar
entre redondeada, ovoide o elipsoide. Otros caracteristicas morfoldgicas, tales como la
presencia o no del micrdpilo (estrechamiento de la pared de algunos ooquistes en uno
de sus extremos), o la capsula micropilar (estructura en forma de casquete que puede
estar recubriendo el micrépilo), asi como el color de la pared o el tiempo de
esporulacién de los ooquistes también se emplean en la diferenciacién entre especies
(Eckert et al., 1995).

El ooquiste de E. ninakohlyakimovae tiene forma subesférica o ligeramente
elipsoide y su tamafio oscila entre los 20-28 x 15-22 um. No tiene casquete polar y el
micrépilo falta frecuentemente. En esta especie, la esporulacién ocurre entre 24-48
horas a temperatura ambiente, una vez que los ooquistes han sido eliminados por las
heces (Soe y Pomroy, 1992; Koudela y Bokdéva, 1998). Los ooquistes presentan cuerpo
de Stiedae, y en el interior del quiste esporulado, resultado del proceso de
esporulacién, pueden apreciarse cuerpos residuales y granulos polares (Ruiz et al.,
2013).
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Durante el desarrollo enddgeno de E. ninakohlyakimovae, se producen dos
generaciones de esquizontes, dando lugar la primera de ellas a la formaciéon de
esquizontes de gran tamafio o macroesquizontes, los cuales presentan un tamafio
aproximado de 166um x 124 um y pueden contener hasta 100.000 merozoitos de
primera generacion. Los esquizontes de segunda generacién de esta especie son
mucho mas pequefios que los primeros, siendo su dimensiéon de 17 um x 12 um
aproximadamente (Vieira et al., 1997).

3.2.2.3. Ciclo biolégico

La forma general del ciclo de vida de los coccidios esta bien representada por el
género Eimeria, cuyas especies, incluyendo E. ninakohlyakimovae, son parasitos
gastrointestinales de un amplio grupo de hospedadores, en este caso el ganado
caprino. Este ciclo vital incluye tanto fases de multiplicaciéon sexual como asexual (Fig.
2).

Esquizogonia (merogonia, ciclo asexual)

Cuando el ooquiste esporulado es ingerido por un hospedador adecuado, se
produce la exquistacion en la luz intestinal, liberdndose los 8 esporozoitos que
contiene en su interior. Los esporozoitos migran hasta infectar células intestinales
especificas, células endoteliales de los capilares linfaticos centrales de las vellosidades
del ileon distal y yeyuno en el caso de E. ninakohlyakimovae (Vieira et al., 1997). Tras
la infeccidn, el esporozoito adquiere una forma redondeada y ligeramente de mayor
tamafio conocida como trofozoito. En la misma célula, el trofozoito crece y se
convierte en un esquizonte (0o meronte) de primera generacidn, resultado de un
proceso de reproducciéon asexual. En E. ninakohlyakimovae, estos esquizontes se
desarrollan aproximadamente a los 10-12 dias post-infeccion (Vieira et al., 1997). El
esquizonte formado generara merozoitos de primera generacién que hacen estallar la
célula para invadir otras y transformarse en esquizontes de segunda generacion,
aunque en algunas especies la merogonia puede repetirse, incluso, en mas ocasiones.
Estas repeticiones de ciclo asexual del parasito son mucho mas rapidas que la primera
merogonia y suelen tener lugar en el epitelio del ileon, ciego y colon en torno al dia 13
post-infeccion (Mehlhorn, 2004; Uquhart el al., 1996).

Los atributos mds destacados de la esquizogonia son: el crecimiento
exponencial del nimero de merozoitos obtenidos a partir de un Unico esporozoito, la
destruccién de las células hospedadoras, proporcional al grado de infeccién, y la
detencion automatica del proceso asexual después de un numero determinado de
repeticiones.

Gametogonia (ciclo sexual)

Los merozoitos producidos en ultima esquizogonia entran en nuevas células
epiteliales para desarrollar gametocitos machos (microgameto) y hembras
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(macrogameto). La fusién de ambos da lugar a un cigoto diploide que,
inmediatamente, sufre una meiosis para volver a establecer formas haploides, el
denominado esporogonio u ooquiste no esporulado, que sera eliminado al medio en
las heces de los animales infectados, completdndose asi el ciclo de vida endégeno del
pardsito (Striepen et al., 2007). La formacién de los gamontes de E.
ninakohlyakimovae tiene lugar en las células epiteliales de las criptas del ciego y colon,
siendo comun observar células infectadas por mas de un gameto. El mayor porcentaje
de microgametos se localiza en el ciego, mientras que los macrogametos se sitlan en
las células del colon de los animales infectados. Los primeros ooquistes comienzan a
formarse a partir del dia 13 postinfeccion, comenzado la liberacién en heces en torno a
los dias 14-15 post-infeccion (Viera et al., 1997; Ruiz et al., 2013).

Esporogonia

Al cabo 24-48 horas, si el ooquiste dispone de humedad y temperatura
adecuadas, y del oxigeno suficiente, la Unica célula (esporonte) que hay en su interior
se divide en cuatro esporoblastos. Cada uno de los esporoblastos terminara
desarrollando un esporocisto que contiene dos esporozoitos en su interior,
transformdndose asi en un ooquiste esporulado infectante y completdndose de este
modo el ciclo bioldgico (Uquhart el al., 1996; Bowman, 2004).

ESPORULACION

Ooquiste esporulado

Ooquiste no esporulado
o P - Ingestién del ooquiste

infeccioso

FASE EXOGENA

Eliminacion de ooquiste a
través de las heces

EXQUISTACION
Los esporocistos salen del
ooquiste

Desarrollo del ooquiste \ B - ) FASE

ENDOGENA

Los esporozoitosson

liberados enelintestinoe

invaden las células
endoteliales

Formacion de gametos
femeninos y masculinos

Transformacién en
trofozito

Los itos salen del
F
esquizonte

Figura 2. Ciclo bioldgico de Eimeria ninakohlyakimovae

3.2.2.4. Epidemiologia

E. ninakohlyakimovae es un pardsito de distribucion mundial que afecta
fundamentalmente a los caprinos (Soe y Pomroy, 1992; Jalila et al., 1998; Koudela y
Bokdva, 1998; Ruiz et al., 2006), aunque referencias bibliograficas menos recientes
también citan como hospedadores a ovejas, carneros de las Montafias rocosas,
muflén, ciervo rojo y corzos (Soulsby, 1988). Esta especie tiene una alta prevalencia en
Gran Canaria, tal y como se describe en un estudio realizado por Ruiz et al. (2006). En
dicho estudio se encontré E. ninakohlyakimovae en el 30 % de los animales
muestreados, con un mismo porcentaje en animales adultos y jévenes. En este mismo
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trabajo se observaron porcentajes variables de otras especies de Eimeria, entre ellas E.
arloingi, E. alijevi (las mas frecuentes ademas de E. ninakohlyakimovae), E. caprina y E.
caprovina, entre otras. También se ha encontrado a E. ninakohlyakimovae en paises
como La Republica Checa, en esta ocasién con una frecuencia del 56 % (Koudela y
Bokdva, 1998), Sri Lanka o Malasia (Faizal et al.,, 2001; Jalila et al., 1998). Otros
autores han descrito la presencia de este parasito en diferentes porcentajes en varias
regiones del mundo. Asi se encontraron infectadas el 31 % de las cabras en Kazakstany
un porcentaje menor en Alemania y USA (Soulsby, 1988). Finalmente, en Zimbabwe,
junto a E. alijevi, se encontrd parasitando al 99 % de los animales muestreados en un
estudio realizado por Chhabra et al. (1991).

Hay muchos factores que influyen en la distribucién y presencia de E.
ninakohlyakimovae y el resto de especie de Eimeria, en general, destacando entre ellos
el tipo o sistema de explotacidén. En el pastoreo extensivo, la diseminaciéon de los
animales y la dilucion enorme de los ooquistes en amplias superficies motivan que la
posibilidad de contaminaciones intensas sea muy baja. En cambio, la estabulacién, con
superpoblacién, sea para proteger del clima frio, sea para separar los cabritos para el
mercado, es un factor de riesgo (Harper y Penzhorn, 1999). Otro factor a tener en
cuenta es el clima y las condiciones ambientales de temperatura y humedad. Aunque
la escasa humedad limita la presencia del parasito, se ha observado que los ooquistes
son capaces de sobrevivir en zonas aridas o semidridas (Ruiz et al., 2006).

Otro factor que determina la presencia del pardsito es la edad del animal. Al
igual que otras especies de Eimeria, E. ninakohlyakimovae afecta con mayor
prevalencia a animales jévenes, especialmente a cabritos de entre 3-4 semanas y 4
meses de edad, los cuales pueden eliminar hasta un millén de ooquistes por gramo de
heces en infecciones intensas (Ruiz et al., 2006). Por el contrario, en animales mayores
de 4 afios los recuentos de ooquistes por gramo de heces son mucho menores (de la
Fuente et al., 1992). En animales adultos, al igual que en los jévenes, son frecuentes
las infecciones mixtas (Koudela y Bokéva, 1998).

Algunos autores han relacionado el desarrollo de la coccidiosis con la higiene de
la explotacion, observandose recuentos de ooquistes por gramo de heces menores en
explotaciones con buena o moderada higiene, y mayores en granjas con poca higiene
(Hidalgo y Cordero del Campillo, 2000).

En general, la incidencia estacional de la coccidiosis esta determinada por la
disponibilidad de los animales jovenes para el desarrollo del pardsito, por la
supervivencia de los ooquistes de una estacién a la préxima, y por la eliminacion de
ooquistes durante el periodo de postparto (Soulsby, 1988).

3.2.2.5. Patogénesis

Las cabras son muy sensibles a las infecciones por Eimeria, por lo que la
coccidiosis se considera un problema serio en los sistemas de produccién caprina en
todo el mundo. La principal accién patégena de E. ninakohlyakimovae es la destruccién
de las células epiteliales del intestino como resultado de las fases de reproduccién
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enddgena, tanto asexual como sexual. El pardsito invade las células del intestino
delgado, ciego y colon produciendo descamacion del epitelio y atrofia de las
vellosidades. Como consecuencia se produce un sindrome de malabsorcidn y pérdida
de fluidos, que se asocian con deshidratacién y diversos grados de diarrea. La diarrea
también estd asociada con una reduccion de la fosfatasa alcalina y un incremento del
hematocrito y la hemoglobina (Dai et al., 2006).

3.2.2.6. Respuesta inmune frente a coccidios

Al igual que en las nematodosis gastrointestinales, la respuesta inmunitaria en
la coccidios se divide en respuesta innata y adquirida. La respuesta innata del
hospedador frente a las infecciones por Eimeria en rumiantes es relativamente
desconocida. Las barreras fisicas (p.e. la mucosa), las células epiteliales, las células
endoteliales y los leucocitos, componen las lineas de defensa de especificidad
creciente que forman parte del sistema inmunitario innato. Entre estos componentes,
se ha observado que el endotelio puede jugar un papel importante en la respuesta
inmune innata frente a infecciones por algunas especies de Eimeria en las que las
células endoteliales actian como células hospedadoras, entre ellas: E. bovis (bovinos),
E. ninakohlyakimovae, E. arloingi y E. christenseni (caprinos) y E. bakubensis (ovinos).
Ante la infeccion y posterior desarrollo del parasito, las células endoteliales pueden
responder modulando la transcripcidon génica de moléculas inmunorreguladoras de la
respuesta inmune, incluyendo citoquinas, quimiotinas y moléculas de adhesidn. Este
hecho se ha demostrado en infecciones in vitro de BUVEC (bovine umbilical vein
endotelial cells) con esporozoitos de E. bovis, las cuales muestran un aumento de la
transcripcion de genes que modifican moléculas proinflamatorias e
inmunorreguladoras (Taubert et al., 2006). Una respuesta similar se ha observado
también en infecciones in vitro de CUVEC (caprine umbilical vein endotelial cells) con
esporozoitos de E. ninakohlyakimovae, encontrandose incrementadas en este caso las
moléculas inmunorreguladoras E-selectina, TNF-a, CCL2 y GM-CSF (Pérez et al.,
2015a). Como se comentd anteriormente, no sélo las barreras fisicas actuan en la
respuesta inmune innata, sino que también lo hacen los leucocitos
inmunocompetentes innatos, entre ellos los polimorfonucleares neutréfilos (PMN), los
monocitos, los macroéfagos, las células dendriticas, las células asesinas naturales (NK),
los eosindfilos, los monocitos y los leucocitos globulares. Los PMN juegan un papel
muy importante en la inmunidad innata ya que, aparte de ser los leucocitos mas
abundantes (comprenden entre el 50 y el 80 % del total de glébulos blancos),
constituyen la primera linea de defensa frente a los agentes patdgenos, siendo los
primeros leucocitos en ser reclutados hacia el sitio de la infeccién (Hahn et al., 2013).
En las especies de Eimeria que afectan a mamiferos superiores, especialmente durante
el proceso de invasidn celular, los esporozoitos estan expuestos a esas células, lo cual
podria constituir una importante oportunidad del sistema inmune innato temprano
para eliminar o reducir el nivel de infeccién (Abi Abdallah y Denkers, 2012). Asi, se ha
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demostrado que los PMN interactuan directamente con los esporozoitos y antigenos
de E. bovis, bien eliminado directamente al parasito o bien mediante la produccién de
citoquinas y quimioquinas (Behrendt et al., 2008), observandose esta interaccion,
incluso, en cultivos in vitro de células endoteliales (Hermosilla et al., 2006). Por su
parte, en infecciones experimentales con E. ninakohlyakimovae en cabritos se han
descrito leves alteraciones en los recuentos periféricos de PMN, asi como un
incremento de los mismos en la mucosa del ileon y colon (Ruiz et al., 2013). En
modelos in vitro también se ha observado una interaccién entre PMN caprinos y
esporozoitos de E. ninakohlyakimovae, que se ha visto traducida en una induccién en
la produccién de varias citoquinas y quimioquinas inmunorreguladoras relevantes en la
respuesta inmune innata como la 1I-12 y el TNF-a (Pérez et al., 2015b). El papel de los
monocitos o macrdfagos frente a parasitos del género Eimeria es menos conocido,
aungue existen evidencias de que ambos tipos celulares son capaces de provocar la
degeneracion de macroesquizontes tanto en animales infectados con E. bovis como en
cultivos in vitro de monocitos (Friend y Stockdale, 1980; Hughes et al., 1987). También
se ha demostrado que los monocitos bovinos aumentan su actividad oxidativa y
fagocitica en presencia de esporozoitos libres de E. bovis, asi como la produccién de
citoquinas y quimioquinas cuando son infectados con merozoitos | (Taubert et al.,
2009). Un incremento en la produccién de ciertas citoquinas y quimioquinas se ha
observado, igualmente, en infecciones de monocitos caprinos con diferentes estadios
de E. ninakohlyakimovae (Pérez et al., 2015c). También se ha sefalado la importancia
de los mastocitos, los leucocitos globulares y las células NK en la respuesta inmune
innata frente a coccidios, principalmente en aves, donde se ha demostrado un
incremento en el nimero y actividad de estas células después de la infeccién por
distintas especies del género Eimeria (Lillehoj y Bacon, 1991; Morris et al., 2004). En
este mismo sentido, en cabritos primo-infectados con E. ninakohlyakimovae y
sacrificados durante el periodo prepatente desarrollaron un incremento de los
mastocitos (Matos et al., 2011). Algunos de estos tipos celulares, como es el caso de la
células dendriticas (Reis y Souza, 2004), pueden incluso jugar un papel importante
enlazando la inmunidad innata y la adaptativa, siendo capaces de liberar citoquinas
como IL-2, IL-6 o TNF cuando son estimuladas por antigenos proteicos de protozoos
intestinales como Eimeria (Rosenberg et al., 2005). Ademas de todas las funciones ya
conocidas por las células responsables de la inmunidad innata, recientemente, se ha
descubierto un nuevo mecanismo de accién frente a parasitos protozoos del phylum
Aplicomplexa que afectan a rumiantes, como por ejemplo E. bovis, Besnoitia besnoti, E.
arloingi y E. ninakohlyakimovae. Este mecanismo consiste en la formacion de trampas
extracelulares derivadas de diversos tipos celulares (entre ellos PMN, monocitos y
macrofagos) que son capaces de mediar la muerte o la inmovilizacién extracelular del
pardsito (Baker et al., 2008; Muiioz-Caro et al., 2014; Silva et al., 2014, Pérez et al.,
2015b y 2015c). Las estructuras denominadas “extracelular traps” (ETs) estan
compuestas por redes de ADN mitocondrial y proteinas celulares en un 70 %,
principalmente histonas, enzimas granulares microbicidas y péptidos (Brinkmann et
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al., 2004; 2012). La concentracion de todos los componentes de la red proporciona
una matriz extracelular capaz no sélo de atrapar, sino también de matar a los agentes
patégenos invasores, con la ventaja de reducir al minimo los dafos en los tejidos
circundantes (Logters et al., 2009; Hahn et al., 2013). Durante la formacion de las ETs
parece necesario que tengan que ocurrir varios sucesos nucleares y citoplasmaticos
con el fin de iniciar una completa y adecuada extrusién de la red. El proceso se inicia
cuando las células inmunes innatas se activan tras el contacto con los diferentes
agentes patogenos. Posteriormente, se produce una serie de cambios morfoldgicos,
como la degradacion de la envoltura nuclear, la descondensacion de la cromatina y la
degradacion de las membranas de los granulos (Fuchs et al., 2007). A continuacion, el
contenido nuclear se mezcla con el contenido granular citoplasmatico y, finalmente, se
produce la extrusién extracelular de la mezcla de proteinas nucleares y granulares
acompafiadas de histonas debido a una contraccién del citoesqueleto (Brinkmann et
al., 2004; Wang et al., 2009; Abi Abdallah y Denkers, 2012; Hanh et al., 2013;
Hermosilla et al., 2014).

Sin restar importancia a la respuesta inmune innata, la respuesta inmune
adquirida constituye un componente esencial frente a las infecciones por coccidios del
género Eimeria en rumiantes. De este modo, se ha demostrado en repetidas ocasiones
gue en las reinfecciones por coccidios es menos probable que se desencadene una
enfermedad clinica, lo que confirma la importancia de la exposiciéon anterior durante
las infecciones primarias en el resultado de la inmunidad protectora (Daugschies y
Najdrowski, 2005). En general, las respuestas celulares y humorales que forman parte
de la respuesta inmunitaria adaptativa frente a la coccidiosis intestinal en rumiantes se
desarrollan rapidamente tras el primer contacto con el antigeno y su intensidad
depende del nimero de ooquistes ingeridos (Daugschies y Najdrowski, 2005). Muchos
estudios indican y confirman el importante papel que juega en la inmunidad los
linfocitos tipo T en la infeccion primaria por coccidios, por ejemplo en las reinfecciones
por Eimeria spp. y Toxoplasma. En concreto, la respuesta mediada por células T se ha
asociado con una menor excrecidn de ooquistes en animales reinfectados con E. bovis
(Hermosilla et al., 1999; Taubert et al., 2008; Siihwold et al., 2010), estando
implicados en ella los linfocitos CD4+ y CD8+, fundamentalmente (Hermosilla et al.,
1999). En particular, las infecciones por coccidios de rumiantes como E.
ninakohlyakimovae o E. bovis, que invaden células endoteliales, pueden desarrollar
reacciones inmunes que implican un gran nimero de células inmunoeractivas. Asi, las
infecciones por E. bovis en el ganado bovino inducen una red de regulacién molecular
asociada al movimiento y trafico de leucocitos al lugar de la infeccidon y, como
resultado, se produce una fuerte reaccidn inflamatoria (Taubert et al., 2010). Esta
reaccidon coincide en el tiempo con la proliferacién de células T en los terneros
infectados, asi como con la aparicion de antigenos especificos del pardsito en la
superficie de las células endoteliales parasitadas (Badaway et al., 2009). Adema3s de la
activacion de las células T, esta red atrae a células de la respuesta innata, como
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macréfagos y polimorfonucleares (Behrendt et al., 2010). Finalmente, en la respuesta
inmune celular adquirida también se ha observado un importante papel de los
eosindfilos. Asi, en infecciones por E. ninakohlyakimovae se han encontrado recuentos
significativamente elevados de eosinoéfilos en el periodo prepatente de la infeccidén en
la mucosa del ileon en cabritos reinfectados experimentalmente con este pardsito
(Matos et al., 2011), hallazgo que puede ser debido a un complejo entramado de
regulacién de la migracidn de los eosindfilos hacia los tejidos por mediadores como la
citoquina IL-5, distintas quimioquinas u otros mediadores solubles como el factor de
complemento C5a (Jonh et al., 2005; Nussbaum et al., 2013).

A parte de la respuesta celular, en la inmunidad adquirida frente a las
infecciones por Eimeria, cada vez son mas los estudios que destacan la importancia de
la respuesta humoral. Este tipo de respuesta se desarrolla rdpidamente y se caracteriza
por la aparicidon de un titulo alto de anticuerpos en el suero del animal infectado, con
un incremento inicial de IgM, seguido por IgG; también pueden aparecer otras
inmunoglobulinas especificas como la IgA vy, en general, la cantidad de anticuerpos va
aumentando si los animales estan continuamente expuestos a los ooquistes (Faber et
al., 2002). Se ha demostrado que la respuesta inmune humoral desempena un papel
importante en las reinfeccion por coccidios en rumiantes. Este hecho se comprobd en
infecciones experimentales con E. ovinoidalis y E. faurei en ovejas, donde la presencia
de anticuerpos especificos se demostré tanto en las infecciones primarias como en las
secundarias (Nolan et al., 1987). No obstante, estos mismos autores destacaron que la
respuesta humoral, por si sola, no provocaba una inmuproteccién absoluta.

3.2.2.7. Signos clinicos

La severidad de los signos depende de la intensidad de la infeccidn inicial. Los
primeros signos aparecen al cabo de 2 0 3 semanas después de una infeccion intensa.
Normalmente, hay una diarrea mds o menos marcada cuyo color oscila entre
amarillento y verde marronacéo, con o sin estrias de sangre. También se puede
apreciar un retraso general del crecimiento en los animales, depresion, pérdida de
apetito y adelgazamiento. La diarrea con eliminacién de heces muy liquidas, sin mucus
ni sangre, puede persistir varios dias, incluso durante la prepatencia (Koudela y
Bokdva, 1998). El periodo de patencia puede llegar a dos semanas y causar la muerte
de los animales infectados por deshidratacién. Los animales se debilitan, sufren ataxia
y pueden llegar a no ponerse en pie (Hidalgo y Cordero del Campillo, 2000). Aquellos
gue experimentan una primoinfeccién intensa con especies que desarrollan
gametogonia en el intestino grueso, como E. ninakohlyakimovae, acompafiando a
todos los sintomas citados anteriormente se puede observar una severa diarrea
liquida, a veces hemorrdgica, capaz de arrastrar porciones de mucosa intestinal
(Foreyt, 1990; Ruiz et al., 2013). Si los animales no mueren en 7-10 dias, se recuperan
lentamente. En ciertas condiciones, la coccidiosis puede estar asociada a mortalidad
subita sin precedentes de signos clinicos, en especial en animales jovenes de entre 2 y
4 meses de edad (Chartier et al., 1994).
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Por todo ello, la coccidiosis se considera una enfermedad de gran importancia
econdmica en los sistemas de produccion caprina en todo el mundo, ya que causa
efectos negativos en el bienestar de los animales y en el rendimiento de la produccién,
incluso cuando los signos clinicos tipicos de esta enfermedad no son perfectamente
visibles (Daugschies y Najdrowski, 2005).

3.2.2.8. Lesiones

Las lesiones varian con la especie implicada. De forma general, se observa que
la zona perianal del animal se encuentra sucia por las deyecciones diarreicas, que
pueden ser mas o menos liquidas y de un color variable, desde amarillo hasta rojizo
(Mundt et al., 2005).

En la necropsia se puede ver que el intestino delgado aparece dilatado,
congestivo y con la mucosa inflamada, frecuentemente con hemorragias y exceso de
mucus. Los macroesquizontes pueden apreciarse a simple vista como placas amarillas
o blanquecinas en forma de nddulos elevados e irregulares, especialmente en el
yeyuno y en el ileon (Koudela y Bokdva, 1998; Daugschies y Najdrowski, 2005).

Histolégicamente, se puede observar descamacion y necrosis del revestimiento,
destruccién celular en las criptas y, mas tarde, proliferacion celular de las mismas. Las
vellosidades pierden su estructura, observandose congestidon y hemorragias capilares.
Como consecuencia de la respuesta inflamatoria se produce una infiltracién celular, en
la que predominan linfocitos, polimorfonucleares neutréfilos y eosindfilos.
Acompanando a esta infiltracién se suelen encontrar diversas formas del ciclo
parasitario: esquizontes, gametocitos y ooquistes (Taylor et al., 2003). También se
puede observar hiperplasia en los nddulos mesentéricos, colecistitis en la vesicula
biliar y degeneracion focal y necrosis en el higado (Dai et al., 2006).

Cuando la infeccién es producida por E. ninakohlyakimovae la mucosa intestinal
puede mostrar hemorragias petequiales y la pared estd inflamada y engrosada, tal y
como se ha descrito anteriormente de forma general (Soulsby, 1988). Igualmente, en
el estudio histopatoldgico se puede observar atrofia de las vellosidades intestinales en
el intestino delgado, moderada hiperplasia en el epitelio intestinal y enteritis
caracterizada por infiltracion multifocal de linfocitos en el intestino delgado y grueso,
como corresponde a la lesidn inflamatoria asociada a la parasitacién. En los casos de
muerte subita se observa una marcada invasién de neutrdfilos y eosinéfilos, mientras
que la presencia de macréfagos y linfocitos se hace evidente en animales que mueren
varios dias después de la aparicion de los signos clinicos (Ruiz et al., 2013; Razavi et
al., 2014). Los cortes histopatoldgicos de diferentes secciones del intestino de cabritos
parasitados por E. ninakohlyakimovae muestran hiperplasia en el epitelio asi como
hipertrofia de los nédulos mesentéricos y Placas de Peyer. También se ha descrito la
presencia de eosindfilos acompafiado de una infiltracién celular difusa compuesta por
monocitos, eosinodfilos, linfocitos y polimorfonucleares. Ademas, es frecuente observar
en el intestino delgado las formas sexuales de parasito asi como ooquistes, inmaduros
y maduros (Ruiz et al., 2013).
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3.2.3. DIAGNOSTICO

Ninguna de las manifestaciones clinicas de la enfermedad es patognomonica,
de manera que, para llevar a cabo un adecuado diagndstico, deben valorarse
conjuntamente los resultados de la anamnesis, datos clinicos, los analisis coprolégicos
y la necropsia, ademads de la evidencia de las condiciones higiénicas, tanto en la cria
extensiva como en la intensiva. En el mismo sentido, ha de considerarse la situacion
general del ganado, mds que analizar al individuo aislado.

Puede sospecharse de coccidiosis, en ausencia de helmintosis, cuando hay
diarreas en cabritos de 4-6 semanas, o en los de 3-5 meses concentrados en
instalaciones de cebo, si van acompafadas de eliminacién de grandes cantidades de
ooquistes, generalmente con predominio de 3 o 4 especies diferentes de Eimeria. No
obstante, ha de tenerse en cuenta que la eliminacion de ooquistes decrece
considerablemente en los individuos tras haber alcanzado los niveles maximos, que en
algunos animales llegan hasta 10° ooquistes/gramo sin manifestaciones clinicas y que,
en ocasiones, pueden observarse signos clinicos de coccidiosis en el periodo de
prepatencia y, por tanto, en ausencia de eliminacion de ooquistes (Daugschies y
Najdrowski, 2005; Wright y Coop, 2007).

El método de diagndstico mas utilizado para la confirmacién de una infeccién
por coccidios es el analisis coproldgico. Como analisis cualitativo se utiliza la
concentracion por flotacion con solucién saturada de NaCl con el fin de demostrar la
presencia de ooquistes en heces, mientras que para el analisis cuantitativo suele
recurrirse a la técnica de McMaster modificada (Thienpont el al., 1979; Bangoura y
Daugschies, 2007). El recuento de ooquistes por gramo de heces (OPG) permite
estimar el grado de parasitaciéon de los cabritos para, de esta forma, establecer una
administracion mds racional de los anticoccididsicos, tanto con fines terapéuticos
como profilacticos (Ruiz et al., 2012; Igbal et al., 2013). Recientemente, también se ha
demostrado la utilidad del método micro y macro FLOTAC para el diagndstico y
recuento del numero de coccidios presentes en muestras fecales (O'Grady y
Slocombe, 1980).

Hay que tener en cuenta que, probablemente, los coccidios estan presentes en
todos los animales, por lo que la mera presencia de ooquistes en las heces no es un
motivo suficiente para el diagndstico de la coccidiosis. Por este motivo, antes de emitir
un diagndstico definitivo se recomienda realizar un examen post mortem de animales
jévenes que hayan muerto tras un curso clinico compatible con infecciones por
coccidios. El examen post-mortem puede incluir la realizacion de improntas o
extensiones de raspados de las zonas intestinales afectadas con el fin de evidenciar las
diversas fases del desarrollo parasitario, ademas de la constataciéon de lesiones
inflamatorias en la mucosa intestinal (Gregory y Catchpole, 1990; Ruiz et al., 2013).

El diagndstico especifico, importante para determinar la presencia de especies
patdégenas de Eimeria en una explotacion, requiere de un estudio morfolégico
detallado de los ooquistes esporulados. Con tal fin, las heces portadoras de ooquistes
se recomienda incubarlas con determinados compuestos oxidantes, como el dicromato
potdasico, para facilitar que los ooquistes completen el proceso de esporulacién, ya que
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el ooquiste, una vez que ha esporulado, dispone de un mayor nimero de parametros
morfoldgicos y estructurales para su caracterizacion (Berenguer, 2006). También es
posible diagnosticar la coccidiosis e identificar las diferentes especies de Eimeria que
afectan al animal mediante técnicas de biologia molecular, siendo la PCR (polymerase
chain reaction) la técnica mas utilizada (Comes et al., 1996). En diversos estudios
realizados en coccidios parasitos de pollos (Gadelhag et al., 2015) y ovinos (Yang et
al., 2014) ha demostrado ser un método rapido, eficiente y con alta sensibilidad.

También se podria recurrir al diagndstico serolégico cuando se dispone de
antigenos especie-especificos. Por otro lado, el inmunodiagndstico para la deteccion
de antigenos parasitarios solubles en heces o en biopsias de tejidos también seria
factible si se logran obtener anticuerpos, especialmente monoclonales,
suficientemente especificos (Miller, 1990). Recientemente, se han realizado ensayos
ELISA con antigenos de esporozoitos y merozoitos de E. tenella obteniéndose
resultados satisfactorios como técnica de diagndstico para la coccidiosis aviar
(Constantinoiu et al., 2007). Sin embargo, estos métodos no se han desarrollado para
la identificacién de la coccidiosis producidas por especies del género Eimeria en
rumiantes, aunque si para otras enfermedades parasitarias producidas por coccidios,
como neosporosis o criptosporidiosis (Williams et al., 1997; Teixeira et al., 2011).

Por ultimo, se debe realizar un diagndstico diferencial respecto a otras
patologias gastrointestinales atribuidas a pardsitos u otros agentes causales
(colibacilosis, enterotoxemia, salmonelosis, enteritis viral, etc.) o incluso respecto a las
diarreas que se producen como consecuencia de dietas inadecuadas (Smith y
Sherman, 2009).

3.2.4. TRATAMIENTO, PROFILAXIS Y CONTROL

3.2.4.1. Anticoccididsicos sintéticos

El tratamiento de la coccidiosis en rumiantes se basa principalmente en el uso
de antiparasitarios quimicos, entre ellos las sulfonamidas, el diclazuril, el tortrazuril, el
decoquinato, etc.

El tratamiento con sulfonamidas suprime la produccién de ooquistes en
infecciones subclinicas y previene de la adquisicidn de infecciones naturales. También
las nitrofurazonas se ha descrito que reducen la mortalidad y la morbilidad producida
por infecciones mixtas de varias especies del género Eimeria. Estos compuestos,
ademas de contribuir a mejorar el estado general de animal, disminuyendo la pérdida
de peso en caprinos infectados por coccidiosis, inhiben totalmente la eliminacién de
ooquistes en las heces (Soulsby, 1988; Kimbita et al., 2009). Por otro lado, se ha
observado que el amprolium, administrado en el agua de bebida o en el alimento, es
un compuesto eficaz en coccidiosis de ovejas y cabras, siendo capaz de reducir de
forma rapida la produccion de ooquistes y de promover la recuperacion clinica de los
animales (Soulsby, 1988). Asi, en un estudio realizado por Igbal et al. (2013), se
demostré que el tratamiento de caprinos con amprolium durante cinco dias
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consecutivos a dosis de 50 mg/Kg conseguia reducir totalmente el recuento de
ooquistes en heces durante 21 dias.

El diclazuril, derivado del acetonitrilo benceno comunmente utilizado frente a
coccidios en ovejas y ganado vacuno, asi como en las coccidiosis aviares, también ha
demostrado tener un efecto frente a la coccidiosis caprina (Ruiz et al., 2012). En dicho
trabajo se confirmd que el farmaco no sélo reducia el nUmero de ooquistes en heces
sino que mejoraba la tasa de crecimiento de los animales. Del mismo modo, el
tortrazuril, un compuesto que proviene del mismo derivado que el diclazuril, también
se ha observado que presenta una alta eficacia en el tratamiento de la coccidiosis
caprina, produciendo la eliminacion total de los ooquistes en heces hasta 28 dias
después de tratamiento con una Unica administracion (20 mg/Kg) (Igbal et al., 2013).
Por ultimo, el decoquinato también ha mostrado tener una elevada actividad como
anticoccididsico, considerandose un compuesto altamente efectivo y seguro para los
caprinos (Foreyt et al., 1986; Morand-Fehr et al., 2002).

3.2.4.2. Medidas higiénicas y de manejo de los animales

En la profilaxis y el control de la coccidiosis en rumiantes es de gran
importancia la limpieza y desinfeccién de los establos y camas. Se recomienda que
todos los corrales se mantengan limpios y secos, y que los comederos y beberos se
construyan de forma que no haya contaminaciones por heces.
La cama se ha de cambiar con frecuencia para evitar una acumulacién excesiva de
ooquistes esporulados (Soulsby, 1988). Por ultimo, cuando a los animales de cria se les
suministren alimentos concentrados en el pasto, las areas de alimentacién se
cambiaran regularmente. Todo esto contribuird a disminuir la carga parasitaria
presente en el ambiente, reduciéndose asi la posibilidad de nuevas infecciones o
reinfecciones de los animales. Ademads, contribuyen al buen control de la enfermedad
el manejo correcto de los animales en los diferentes estados de produccion. Asi, en
épocas de partos, donde es comun el hacinamiento de madres e hijos, habria que
extremar las medidas higiénicas del corral. Por otro lado, en regimenes de lactancia
artificial se ha de tener en cuenta que la contaminacién fecal no sélo puede afectar a
las camas, sino también a los utensilios o, incluso, al propio alimento (Hidalgo y
Cordero del Campillo, 2000). Otro periodo de riesgo donde aumenta la posibilidad de
infeccion y la aparicion de coccidiosis clinica es el momento del destete,
probablemente debido al cambio de alimentacidn y al estrés que sufren los cabritos
(Ruiz et al., 2006). También se considera critico el momento en el que los cabritos
pasan al cebadero, ya que, nuevamente, el hacinamiento de los animales y la falta de
higiene pueden incrementar la tasa de infeccion (Kanyari et al., 1993).

Al igual que en otras infecciones parasitarias, como las producidas por
nematodos gastrointestinales, la rotacidn de pastos es esencial para prevenir la
enfermedad. Generalmente, los ganaderos tienen la costumbre de colocar a los
animales en la misma zona de pastoreo afio tras afio, aumentando asi las posibilidades
de contaminacién. En el caso de que no fuera posible hacer este tipo de rotacién,
mantener las zonas de pastos drenadas y libres de deyecciones se ha observado que
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disminuye las infecciones por coccidios (Gregory et al., 1989; Daugschies y
Najdrowski, 2005; Chartier, 2011).

Existen numerosos productos que pueden ser empleados para la limpieza y
desinfeccion en la produccion avicola y que son capaces de inhibir el ciclo exdgeno de
diferentes especies de Eimeria en aves, como el hidréxido de amonio y el fenol
(Samaha et al., 2013). Los mismos productos serian susceptibles de ser utilizados
también en los sistemas de produccidon en bovinos, ovinos y caprinos.

3.2.4.3. Suplementos nutricionales

Al igual que otros aspectos, el uso de suplementos nutricionales como
profilaxis a la infeccidn por coccidios se ha estudiado ampliamente en aves pero no en
rumiantes. De este modo, se ha demostrado que el uso de probidticos puede ser una
alternativa a los profilacticos usados frecuentemente en la produccién avicola frente a
coccidios. Asi, se ha observado que los probidticos afiadidos en el agua y comida
aumentan la viabilidad de los pollos infectados por coccidios disminuyendo las lesiones
y el numero de ooquistes eliminados en las heces (Ritzi et al., 2014). También ha dado
buenos resultados la suplementacién del agua de bebida con levadura de cerveza,
posiblemente por estimular la respuesta inmune de los animales, y con ello disminuir
la gravedad de la sintomatologia de las infecciones por diferentes especies del género
Eimeria (Shanmugasundaram et al., 2013).

3.3. NUEVAS ALTERNATIVAS DE CONTROL TERAPEUTICO

Como se comentd en apartados anteriores, el control de las enfermedades
parasitarias esta basado principalmente en el uso de antiparasitarios quimicos. Sin
embargo, el aumento de la aparicién de resistencias a los antiparasitarios, tanto
antihelminticos como anticoccididsicos, ha estimulado la busqueda de nuevas
alternativas de control y terapia.

La resistencia frente a antihelminticos se he descrito en la mayoria de los
grupos farmacoldgicos, incluyendo benzimidazoles, lactonas macrociclicas, etc. Tal y
como se recoge en una revision realizada por Kaplan (2004), las primeras evidencias
gue se tienen sobre resistencias a antihelminticos datan de finales de los afios 50 y
comienzos de los 60, cuando se describe la aparicion de cepas de H. contortus
resistentes a la feniotazina y al tiabendazol. A partir de ese momento, el fenédmeno de
resistencia antihelmintica se extiende a otros nematodos y a otros farmacos, entre
ellos la mayoria de los benzimidazoles. A partir de aqui, se introducen nuevos
productos antiparasitarios para el tratamiento y prevencién de las nematodosis
gastrointestinales en ganaderia pero, debido a su uso inadecuado, sélo 10 afios
después empiezan a aparecer resistencias frente a todos ellos. De este modo,
diferentes evidencias de resistencia antihelmintica frente a avermectinas o
milbemicinas se han publicado en diferentes partes del mundo donde es importante la
produccién ganadera (Kaplan, 2004).
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Recientemente, se ha confirmado la existencia de cepas de H. contortus
resistentes al levamisol, albendazol y la ivermectina en granjas de caprinos de Uganda
y Sudafrica, en porcentajes cercanos al 60 % en el caso de la ivermectina (Nebuyenka
et al., 2014, Tsotetsi et al., 2013). Ademas de a estos productos, en Brasil se han
descrito la aparicién de resistencia frente al closantel, demostrable no sélo en base a
los recuentos de huevos en heces, sino también al evaluar el efecto del farmaco in
vitro sobre los vermes adultos de H. contortus y la evolucién de las larvas 3 del parasito
(Almeida et al., 2010). Igualmente, unos altos niveles de resistencia frente a levamisol,
moxidectina y closantel (42, 50 y 67 %, respectivamente) se han descrito en varias
granjas de ovinos en el sur de Queensland (Australia) (Lyndal et al., 2014).

En Europa, también se han realizado estudios de resistencias a antihelminticos
en el ganado caprino y ovino. En Francia, por ejemplo, se ha demostrado un
incremento del nivel de resistencia de nematodos gastrointestinales frente al
albenzadol en los ultimos 15 afios, particularmente en cabras en produccién; ademas,
se sabe de la existencia de casos de resistencia a la ivermectina y al levamisol (Hoste et
al., 2002). Del mismo modo, un estudio realizado por Dolinska et al. (2014) en granjas
de ovinos en Eslovaquia ha confirmado el aumento de la resistencia frente a
benzimidazoles y lactonas macrociclicas como la ivermectina. La resistencia a este
ultimo farmaco y al febendazol también se ha detectado en altos porcentajes en
Dinamarca, resultado del uso frecuente e inadecuado de ambos compuestos en las
granjas de ganado caprino del pais (Holm et al., 2014).

El fendmeno de las resistencias a los antihelminticos en el ganado ovino se ha
estudiado desde su aparicidn, no siendo asi en el caso del ganado caprino. Entre las
causas de la frecuente aparicion de resistencias en la cabra, no sélo frente a
antihelminticos sino a otros antiparasitarios, se ha descrito la alta frecuencia de los
tratamientos antihelminticos llevados a cabo en esta especie, posiblemente debido a
su baja capacidad para desarrollar una fuerte respuesta inmune a las infecciones por
nematodos. Ademas, debido a la restringida disponibilidad de antihelminticos cuyo uso
estd permitido en el periodo de produccién lechera, su empleo reiterado ha sido,
probablemente, excesivo. A las causas de que los caprinos presenten mayor
probabilidad de promover fendmenos de resistencia antiparasitaria ha de sumarse la
administracion de dosis inadecuadas, ya que la totalidad de los productos han sido
disefiados para el tratamiento del ganado ovino y es reconocido que el metabolismo
en los caprinos es mas elevado y, por tanto, menor la biodisponibilidad de los farmacos
a iguales dosis. Ante esta circunstancia, muchos veterinarios optan por administraciéon
de dosis terapéuticas dobles en los caprinos en relaciéon con los ovinos, pero los
ganaderos no siempre son conscientes de esta informacidn, asi como de las pautas
correctas de dosificacion, incluyendo el pesaje de los animales (Hoste et al., 2002).

Como ya se ha comentado, la existencia de resistencia antiparasitaria también
afecta a los anticoccididsicos. En rumiantes hay indicios de resistencia antioccididsica,
pero hasta el momento no existen publicaciones que lo confirmen. Sin embargo, este
fendmeno ha sido ampliamente estudiado en aves de corral, existiendo una gran
variedad de estudios que analizan y evaluan el incremento de resistencias a los
productos anticoccididsicos cominmente utilizados frente a la coccidiosis aviar. Una
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revision realizada por Chapman et al. (2010) describe la evolucién de la disminucién
de la sensibilidad a la monensina, antibidtico utilizado frecuentemente como
anticoccididsico, desde que fue usado por primera vez en Estado Unidos en 1971. Este
compuesto fue introducido en las granjas de produccion de pollos del pais porque, ya
entonces, se habia observado resistencia a los productos que se utilizaban hasta esa
fecha, como las sulfaquinolonas. A partir de entonces, debido a la novedad y al uso
indiscriminado de este producto comienzan a presentarse los primeros casos de cepas
de Eimeria spp. resistentes a la monesina. Otro medicamento usado a menudo en las
granjas de produccién avicola es el diclazuril (McDougald et al., 1990). Ya en 1994 se
publicé el primer estudio donde se demuestra que diferentes aislados de Eimeria spp.
presentaban resistencia parcial o total al diclazuril, el cual sélo fue efectivo en aquellas
granjas donde nunca se habia utilizado el farmaco, confirmandose asi que una de las
principales causas de la aparicién de resistencias estan relacionadas con el uso
continuo de los productos (Kawazoe et al., 1994). La evolucién de la resistencia en
varios compuestos como la monesina, el diclazuril, la halofunginona o la salinomicina
también fue estudiada por Peek et al. (2003) en diferentes aislados de Eimeria spp.
aviares en tres anos diferentes (1996, 1999 y 2001). En este periodo de tiempo se
evaluo la eficacia de los tratamientos observdndose que, con diferentes grados, la
resistencia anticoccidiésica aumentaba en todos los productos a lo largo de los afios.

Al igual que en el caso de los antihelminticos, la resistencia a los
anticoccididsicos esta distribuida a nivel mundial, siendo importante, sobre todo, en
aquellos paises donde la produccién de pollos es elevada. En un estudio realizado en
Irdn, donde los tres productos utilizados comunmente frente a los coccidios aviares
son la salinomicina, el amprolium y el diclazuril, se observé que ninguna de las especies
de Eimeria aisladas era totalmente sensible a los tres compuestos, confirmandose asi
la presencia de resistencia. En este estudio se establecen tres indices que se
consideran necesarios para cualquier evaluacién de resistencia a anticoccididsicos: (1)
el indice global, que se calcula a partir de la ganancia de peso, la conversién del
alimento y el numero de ooquistes eliminados en heces y lesiones; (2) la éptima
actividad anticoccididsica, que se establece observando el crecimiento y el ratio de
supervivencia de los animales; y (3) el test de sensibilidad anticoccididsica, con el cual
se evalla la reduccién de las lesiones provocadas por la infeccién por coccidios
(Arabkhazaeli et al., 2013).

Sin lugar a dudas, los antiparasitarios comerciales han sido una herramienta
importante para el control de las enfermedades parasitarias, incluidas las infecciones
por nematodos y coccidios. Sin embargo, la creciente aparicidn de resistencias antes
sefialada, la creciente preocupacién entre algunos consumidores por la presencia de
residuos quimicos sintéticos en carne y leche, y el mayor interés por el consumo de
animales de produccién ecolégica, han contribuido a la blsqueda de nuevas
alternativas de control para dichas enfermedades, como son: el control bioldgico, la
inmunoprofilaxis, la seleccidn de razas resistentes y la fitoterapia.
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3.3.1. CONTROL BIOLOGICO

La utilizacién de microorganismos se considera una prometedora opcién para el
control biolégico de las infecciones parasitarias en rumiantes. Se basa en Ia
neutralizacion de las formas infectantes de los pardsitos mediante hongos, bacterias e
incluso virus.

En los ultimos afios, se ha demostrado que la presencia de hongos en las heces
de los animales de produccion puede reducir el nUmero de larvas infectantes en el
pasto, por lo que se ha propuesto como una medida de control de las nematodosis.
Por ejemplo, Duddingtonia flagrans ha demostrado tener la capacidad de disminuir la
intensidad y severidad de las infecciones por Haemonchus contortus en ovinos sin
producir un efecto negativo sobre nematodos no parasitos que habitan en el suelo
(Knox et al., 2002; Casillas et al., 2008). Del mismo modo, en cultivos de larvas de
nematodos pertenecientes a la familia Trichostrongylidae se observé que, después de
7 dias de incubacién con diferentes tipos de hongos que habian sido aislados
previamente de las heces de los animales infectados (Cladosporium spp., Trichodermas
spp. y Fusarium eqiiizetli), hubo una disminucién significativa en el desarrollo y la
viabilidad de las larvas (Zarrin et al., 2015). Ademas, mediante la utilizacion de hongos,
también es posible favorecer la descomposicidén o el enterramiento del material fecal
y, con ello, aumenta la tasa de degradacion de las de las larvas debido a una mayor
exposicién a las inclemencias del tiempo; por otro lado, la descomposicion fecal
impediria el movimiento de las larvas hacia el pasto al no existir el medio de llegar
hasta el mismo (Vlassoff et al., 2001; Williams y Warren 2004).

3.3.2. INMUNOPROFILAXIS

Dentro de las nuevas estrategias de control de las enfermedades parasitarias
también se encuentra el uso de vacunas, pudiendo ser su aplicaciéon una fuerte
competencia con los farmacos antihelminticos (Dalton y Mulcahy, 2001).

Frente Haemonchus contortus se ha podido inducir una respuesta
inmunoprotectora frente al pardsito utilizando tanto antigenos naturales de L3
como antigenos de origen somatico y de E/S procedentes de vermes adultos
(Jacobs et al., 1999, Dominguez-Torano et al., 2000). Asi mismo, se ha descrito un
importante nimero de antigenos ocultos que confieren inmuproteccién frente a
este nematodo, como el polimero contortina (Munn et al., 1987), la proteina H11
(Andrews, 1997) o el complejo P1 (Smith et al., 1993), entre otros. También se han
investigado las propiedades inmunoprotectoras de un grupo de enzimas
proteoliticas que, igualmente, has sido aisladas, bien de los productos de excrecién-
secrecion (Karanu et al., 1993; Molina et al., 1994; Rhoads y Fetterer, 1995), o bien
de homogeneizado somaticos de vermes adultos de H. contortus (Cox et al., 1990;
Pratt et al., 1992; Molina et al., 1994). Entre las enzimas proteoliticas extraidas de
este nematodo gastrico, las proteinasas tipo cisteina han demostrado tener un
importante efecto protector frente a las infecciones experimentales, tanto en
cabras como en ovejas (Molina et al., 2012). En los trabajos llevados a cabo por

40



REVISION BIBLIOGRAFICA

Knox et al. (1999), a partir de homogeneizados de vermes adultos de H. contortus,
se aislaron fracciones con actividad cisteina proteinasa capaces de inducir un
elevado grado de proteccion frente al parasito en ovinos inmunizados con el
producto obtenido. Los resultados del estudio realizado por Martin et al. (2015) en
infecciones experimentales de H. contortus en ovejas y cabras mostraron que este
tipo de proteinas producia, inmuproteccion frente a la enfermedad en asociacién
con niveles altos de 1gG en suero. Recientemente, Dicker et al. (2014) demostraron
que la inmunizacién con este tipo de proteinasas reducian los recuentos de huevos
en heces y la carga parasitaria en valores cercanos al 90 %.

Mucho menor es el numero de estudios sobre la imunoprofilaxis frente a
coccidios en rumiantes. En este aspecto, cabria mencionar el ensayo realizado por
Ruiz et al. (2014) en caprinos, cuyo objetivo fue comprobar si animales inoculados
oralmente con ooquistes esporulados de Eimeria ninakohlyakimovae atenuados
mediante irradiacién X adquirian inmunidad frente a una reinfeccion. Los resultados
del estudio demostraron que la inmunizacién reducia significativamente el nimero
de ooquistes eliminados en las heces de los animales vacunados, asi como la
sintomatologia y lesiones de los mismos.

Las publicaciones sobre imunoprofilaxis frente a coccidios son mas
numerosas en relacion a las coccidiosis aviares. Para la prevencion de la
enfermedad en aves existen una gran variedad de vacunas comercializadas, que
incluyen vacunas vivas (McDonald y Shirley, 2009), vacunas vivas atenuadas, como
Paracox® y Livacox® (Jeffers, 1975; Shirley and Millard, 1986; Bedrnik, 1989), o
aquellas que estan basadas en el uso de cepas menos virulentas del parasito, como
NobilisCox ATM®. Aunque aun sin comercializar, otras vacunas han utilizado ADN
recombinante de especies de Eimeria aviares como método de proteccion (Ding et
al., 2005; Ma et al., 2011). Mas recientemente, la inmunizacién oral, en perlas de
gel y spray, con dosis bajas de ooquistes del género Eimeria se ha comprobado que
aumenta la resistencia a la infeccidn por coccidios de pollos criados en suelo, los
cuales no mostraron una reduccién de la ganancia de peso ni de la conversion del
alimento, dos indicadores de la presencia de coccidiosis en aves (Jenkins et al.,
2013). Ademas de la inmunizacién oral con ooquistes, la inoculacién subcutanea
con proteinas extraidas de ooquistes y esporozoitos de Eimeria tenella ha tenido
resultados significativos, destacando la inmunizacién con esporozoitos, con la que
se obtuvo un nivel de proteccion del 99 % (Al-ldreesi et al., 2013).

3.3.3. SELECCION DE RAZAS RESISTENTES

La seleccién genética de razas resistentes se considera otra de las nuevas
alternativas de control de las parasitosis, siendo muchos los métodos que se han
utilizado para seleccionar a los animales para la mejora de las razas. Recientemente,
aparte de los parametros de produccion y reproduccion habituales, también se han
considerado diferentes parametros de resistencia a patégenos. Asi, los recuentos de
huevos en heces se han utilizado como indicador de la resistencia natural de los
caprinos a los nematodos gastrointestinales, por lo que los animales con menores
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recuentos podrian seleccionarse para la mejora genética de la raza (Gunia et al.,
2013). Otro método seria el estudio genético para la identificacion de secuencias que
estén relacionadas con la respuesta inmune frente a nematodos gastrointestinales o,
incluso, que estén asociadas directamente a la resistencia en razas que han
demostrado ser menos susceptibles a las infecciones por nematodos en areas donde la
prevalencia de las mismas en alta (McRae et al., 2014, Benavides et al., 2015).

Los estudios de la seleccion de razas resistentes es mucho menor en relacién a
la coccidiodiosis, existiendo Unicamente publicaciones en las que se establecen
frecuencias y repetibilidad de la eliminacion de ooquistes en corderos para establecer
un punto de partida para una posible seleccidn genética basada en los recuentos de
ooquistes de Eimeria spp. en ovejas Rhon (Gauly et al., 2001).

3.3.4. FITOTERAPIA PARASITARIA

El empleo de las plantas medicinales se ha demostrado util en el control de la
mayoria de los grupos de parasitos, incluyendo protozoos, trematodos, cestodos,
nematodos y artrépodos.

A modo de ejemplo, se ha observado que determinadas plantas, como
Jacaranda glaba, presentan actividad frente al protozoo Plasmodium falciparum,
causante de la malaria (Gachet et al., 2010). Ademas, estudios in vitro realizados con
tres plantas usadas en la medicina tradicional de Arabia Saudi (Argemore octroteuca,
Capparis spinosa y Heliotropium curassavicum) demostraron actividad frente a
diferentes protozoos, como P. falciparum, Leishmania infantum, Tripanosoma brucei y
T. cruzi (Abdel- Sattar et al., 2010). Frente a estos mismos pardsitos, Bradacs et al.
(2010) realizaron un estudio con 18 plantas de uso tradicional en el Archipiélago de
Vanuatu y muchas de ellas demostraron tener gran actividad antiparasitaria, si bien en
alglin caso esta actividad estuvo acompanada de una elevada citotoxicidad. Los
estudios de fitoterapia aplicada al control de la leishmaniosis se han realizado frente a
las diferentes especies de Leishmania, incluyendo L. amazonensis, L. infantum o L.
donovani y han incluido un importante nimero de plantas. En este sentido, se ha
observado que Lyngbya majuscula (Balunas et al., 2010), flavonoides de Lychnopora
markgranii (Salvador et al., 2009) y Enanthia chlorantha (Nkewengoua et al., 2009)
presentan una alta actividad frente a este protozoo. Sin embargo, otros extractos
vegetales ensayados no mostraron el mismo efecto, como los procedentes de
Tinospora sinesis (Maurya et al., 2009) o algunos elaborados a partir de las plantas
Erodium malacoides, Hyparrhenia hirta, Trymeleaea hirsuta y Pulicaria crispa (EI-On et
al., 2009).

Asi mismo, se han llevado a cabo ensayos para evaluar la actividad de ciertas
plantas frente a cestodos. Un ejemplo lo constituye el estudio realizado por Sadjjadi et
al. (2008), quienes demostraron que el extracto de cloroformo procedente de Allium
sativum tenia actividad frente a los protoescolex de los quistes hidatidicos de
Echinococcus granulosus. Aparte, en un ensayo in vivo usando ratones infectados de
forma natural con Hymenolepis nana, se observé que Nigella sativa producia una
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reduccion de la carga parasitaria en el intestino de los ratones y, por lo tanto, una
disminucion en la eliminacién de huevos con las heces (Ayaz et al., 2007). Finalmente,
la planta Commiphora molmol ha demostrado tener una gran efectividad para
disminuir la carga parasitaria de los adultos de Moniezia expansa en ovejas infectadas
de forma natural (Haridy et al., 2004).

Por otro lado, en varias especies vegetales de Dryopteris (Magalhaes et al.,
2010) y en Curcuma longa (Shoheib et al., 2008) se ha demostrado actividad frente al
trematodo Schistosoma mansoni; en el primer caso, el efecto se observé frente a los
pardsitos adultos (provocaban un reduccion de la carga parasitaria, alteraba el
desarrollo del verme y disminuia la puesta de huevos) y, en el segundo caso, la
actividad se demostrd frente a las cercarias del parasito. También se han estudiado
plantas con efectos sobre Fasciola gigdntica, entre ellas Allium sativum y Piper longum
(Singh et al., 2009b), el extracto etandlico procedente del tallo de Meryta denhawiii
Seem (Shehab et al., 2009) y el extracto acuoso de Artocarpus lakoocha (Sobhon et al.,
2009). El efecto de las tres plantas se estudio in vitro frente a los vermes adultos de
Fasciola y se observé que todos ellos causaban dafios a nivel del tegumento y
reduccion de la movilidad y la viabilidad de los vermes.

Finalmente, la actividad antiparasitaria de plantas también se ha probado
frente a artrépodos, fundamentalmente frente a diferentes dipteros que actian como
transmisores de otras enfermedades. Asi, Cymbopogon citratus y Croton
macrostachyus causaron la muerte de las larvas de Anopheles arabiensis Patton en un
alto porcentaje después de 24 horas de exposicion (Kanrunamoorthi et al., 2010). De
la misma forma, Solanum xanthocarpum demostré un importante efecto larvicida
frente a larvas de varias especies de mosquitos de la familia Culicidae, aunque con
diferencias segun la especie evaluada (Bansal et al., 2009). También existen plantas
con efectos repelente frente a Aedes albopictus, como el aceite esencial de Piper
aduncum (Misni et al., 2009). Ejemplos adicionales de estudios de fitoterapia
realizados frente a otros artrépodos incluyen los llevados a cabo con Erythrina indica
lectin, que presenta actividad ovicida y larvicida frente la mosca de la fruta (Singh et
al., 2009a), y los realizados con aceite esencial de eucalipto, que demostraron un
importante efecto pediculicida (Toloza et al., 2010).

3.3.4.1. Plantas con actividad frente a nematodos

3.3.4.1.1. Ensayos in vitro

Este tipo de ensayos permite la realizacidn de test a bajo costo, con un nimero
alto de replicaciones y utilizando pocos materiales. Ademas, una de sus grandes
ventajas es la posibilidad de automatizacion de los procesos. Entre las desventajas
asociadas a este método pueden citarse la imposibilidad de reproducir idénticamente
las condiciones naturales, por ejemplo, la temperatura corporal de los animales o el
estado de los tejidos (si se estuviese trabajando con células). Aun asi, es este tipo de
ensayos el mas utilizado en la actualidad, debido, sobre todo, al avance de su

43



REVISION BIBLIOGRAFICA

perfeccionamiento de las técnicas laboratoriales y a las limitaciones del uso de
animales para experimentacién (Hartung et al., 2009).

Algunos de los ejemplos de ensayos in vitro mas utilizados para el estudio de la
actividad antihelmintica de extractos vegetales son: el ensayo de eclosiéon de huevos,
el ensayo de desarrollo larvario, los ensayos de pardlisis larvaria o los de viabilidad de
los adultos.

Para realizar el ensayo de eclosion de huevos es necesario recoger heces de los
animales infectados y, a continuacién, purificarlos, concentrarlos y realizar un recuento
en una camara de McMaster. Tras haber conseguido suficiente cantidad, los huevos se
dispensan en placas de cultivo, normalmente de 24 pocillos, y sobre ellos se ahaden los
extractos que se quieran estudiar a diferentes concentraciones. Después de un periodo
de incubacién determinado en una estufa a 28 °C se realiza el recuento de larvas (tanto
vivas como muertas) y huevos no eclosionados (Alawa et al., 2003).

Varios autores han demostrado que distintas plantas son capaces de inhibir en
altos porcentajes la eclosion de los huevos. Por ejemplo, el extracto acuoso elaborado
a partir de hojas de Annona muricata redujo en un 84,91 % la eclosién de los huevos
de H. contortus a una dilucion del 50 %; esta actividad fue cercana al 50 % incluso a
concentraciones del 6,25 % (Ferreira et al., 2013). Otras plantas de la familia
Annnonaceace fueron estudiadas por varios autores (Souza et al., 2008),
demostrandose la actividad ovicida del extracto de acetato de etilo de Annosa
squamosa frente a diferentes nematodos gastrointestinales. Con anterioridad, en un
estudio realizado por Alawa et al. (2003), se demostrd que Annona senegalensis
presentaba una alta actividad antihelmintica, disminuyendo la eclosién de los huevos
de H. contortus en un 88,5 %, no llegdndose a este mismo resultado con Vermonia
amydalina.

También se comprobd actividad ovicida frente a H. contortus utilizando
extractos de Chenopodium album y Caesalpinia crista (Jabbar et al., 2007), asi como
con de extractos de Ziziphus nummularia y Acacia nilotica (Bachaya et al., 2009),
Hedera helix (Equale et al., 2007a), Coriandrum sativum (Equale et al., 2007b), Maesa
lanceolata y Plectranthus punctatus (Tadesse et al., 2009), Melia azedarach (Maciel et
al., 2006) y Cucurbita moschata (Marie-Magdeleine et al., 2009), Thymus capitatus
(Boubaker et al., 2013) y Artemisia annua (Cala et al., 2014).

Otro método in vitro muy cominmente utilizado para evaluar la actividad
antihelmintica de extractos vegetales ha sido el ensayo de desarrollo larvario. Este
ensayo se realiza generalmente en placas de 24 pocillos, donde se afaden los huevos,
medio de crecimiento y antifungicos para evitar el crecimiento de hongos. Las placas
se incuban a temperatura ambiente y, después de 48 horas, se administran las
distintas diluciones del extracto. Tras una semana, se observaran con Lugol los
distintos estados larvarios que se han desarrollado, realizandose la diferenciaciéon
entre larvas que se encuentran como L3 y las que se encuentran como L1y L2 (Assis et
al., 2003).

También ciertos estudios se han llevado a cabo para comprobar la capacidad de
algunas plantas para inhibir el desarrollo de las larvas de diferentes nematodos. Asi, se
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ha encontrado efectividad en los extractos de Ziziphus nummularia y Acacia nilotica
(Bachaya et al., 2009). También se ha demostrado actividad larvicida en los extractos
acuosos e hidro-alcohdlicos procedentes de las hojas y frutos de Maesa lanceolata y
Plectranthus punctatus, donde se llegd a observar el 100 % de inhibicién del desarrollo
larvario a una concentracion de 50 mg/ml cuando se utilizé el extracto hidro-alcohdlico
del fruto de Maesa lanceolata (Tadesse et al., 2009). Igualmente, se encontrd
actividad larvicida en la planta Melia azedarach (Maciel et al., 2006), asi como en los
extractos de Spigelia anthelmia Linn, los cuales produjeron una inhibicién del
desarrollo larvario hasta del 80 % (Assis et al., 2003). Recientemente, estudios
realizados por Cala et al. (2012; 2014) han demostrado que diferentes extractos
procedentes de Melia azedarach, Trichilia claussenii y Artemisia annua inhiben el
desarrollo larvario en porcentajes cercanos al 100 %. Esta actividad no sélo fue
observada en larvas de H. contortus sino en otros nematodos gastrointestinales como
Trychostrongylus sp. u Oesophagostomun sp.

Cuando se quiere medir la paralisis larvaria de las L3 in vitro provocada por el
antihelmintico en evaluacidon se depositan las larvas del parasito en una placa de
cultivo con las diferentes concentraciones del extracto. Estas placas se incuban
durante 24 horas y, transcurrido este tiempo, se clasifican las larvas como normales, si
se mueven, o como paralizadas, si no se observa movimiento después de 5 segundos
(Varady et al., 1999). Algunas plantas o sus derivados han llegado a inhibir la movilidad
de las larvas de H. contortus en porcentajes muy elevados, por ejemplo los flavonoides
obtenidos a partir de Struthida argentea, cuya actividad en uno de ellos fue del 90 % a
una concentracion de 3,1 ug/ml (Ayers et al., 2008). También con los extractos de
Clisasmpelos capensis se obtuvo una actividad del 90 % (Ayers et al., 2007), siendo
este resultado parecido al obtenido al evaluar la actividad larvicida del extracto acuso
de Annona muricata (Ferreira et al., 2013).

Por dltimo, también es posible evaluar la actividad antihelmintica de un
extracto vegetal mediante el andlisis de la viabilidad de los adultos. Para este ensayo
se han de recolectar los adultos del abomaso de los animales sacrificados. Los ensayos
se realizan tras lavar los vermes y suspenderlos en tampon fosfato salino (PBS). Las
incubaciones se llevan a cabo en placas de Petri donde se anaden los extractos a las
concentraciones que se vayan a evaluar. Después de incubar los vermes, se observa su
movilidad a los intervalos de tiempo seleccionados (Jabbar et al., 2007).

El efecto adulticida frente a H. contortus se ha demostrado en ensayos de
diferentes plantas como Ziziphus nummularia y Acacia nilotica (Bachaya et al., 2009).
También se demostrd efectividad frente a adultos en los extractos procedentes de
Hedera helix, donde se encontraron diferencias, incluso, entre sexos, siendo mayor el
efecto frente a los machos que frente a las hembras del parasito (Equale et al., 2007a).
Otras plantas, como Coriandrum sativum (Equale et al., 2007b), Swertia chirata (lqbal
et al., 2006a) y Cucurbita moschata (Marie-Magdeleine et al., 2009), también han
demostrado tener efecto adulticida, llegando a ser la actividad de esta Ultima de hasta
el 59,2 % después de 24 horas de incubacion.
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Los estudios in vitro para verificar la actividad antihelmintica de extractos
vegetales también se han llevado a cabo en nematodos no necesariamente
gastrointestinales. De este modo, Qamaruddin et al. (2002) comprobaron que el
extracto alcohdlico de Psoralea corylifolia provocaba la disminucidn de la movilidad de
las microfilarias de Setaria cervi, filaria propia del ganado. Asi mismo, se demostré que
los extractos de Azadirachta indica tenian efecto sobre las microfilarias de este mismo
filarido, siendo letal su efecto en este caso (Mishra et al., 2005).

3.3.4.1.2. Ensayos in vivo

Los ensayos in vivo se denominan de esta forma porque se emplean animales
de experimentacion en su metodologia. En general, este tipo de ensayos supone un
menor coste que los ensayos in vitro, siempre y cuando se realicen en condiciones de
campo y la preparacién de los extractos no sea muy costosa. Son, por otro lado, mucho
mas simples de realizar y tienen la ventaja adicional de que se pueden obtener
resultados a partir de las condiciones naturales donde se encuentra el parasito. La gran
limitacion de este método, al utilizarse animales, es el no poder realizar réplicas de los
ensayos, al contrario de lo que ofrecen los estudios in vitro (Hartung et al., 2009).

Para el estudio de la actividad antihelmintica de extractos vegetales se pueden
realizar diferentes ensayos, siendo dos de los mds comunes la evaluacién de los
recuentos de huevos por gramo de heces y de la carga parasitaria.

La primera de ellas, la determinacion del nimero de huevos por gramo de
heces, es una técnica sencilla que consiste en recoger heces del recto de los animales
parasitados, ya sean de forma natural o experimental, y hacer un recuento en una
camara siguiendo el método de McMaster modificado (MAFF, 1989).

Son muchos los autores que han utilizado este ensayo para valorar la actividad
antihelmintica de plantas. Mediante este método, se observd que Achillea milifolium
(Tariqg et al., 2008) y Artemisia absithium (Tariq et al., 2009) producian una gran
disminucion del recuento de huevos en infecciones naturales causadas por varios
nematodos, como H. contortus, Trichuris ovis, Chabertia ovina, Bunostomun
trigonocephalum y Oesophagostomun columbianum. Asi mismo, se han descrito
plantas como Albizia anthelmintica capaces de reducir el contaje de huevos hasta en
un 90 % en los nematodos Haemonchus, Trichostrongylus, Nematodirus y Ostertagia
(Gradé et al., 2008). También se han descrito casos en los que una misma planta
puede presentar actividad frente a un nematodo pero no frente a otro; asi, en un
estudio realizado por Heckendorn et al. (2007) con tres forrajes taniferos (Cichorium
intybus, Lotus cornilatus y Onobrychis viciifolia) se redujeron los recuentos de huevos
de H. contortus pero no los de Cooperia curticei. También con esta técnica se ha
observado una reducciéon del recuento de huevos en otros nematodos como S.
papillosus y T. ovis en ovejas al utilizar extractos procedentes de Nauclea latifolia
(Onyeyili et al., 2001).

Igualmente, en condiciones experimentales se ha demostrado que diferentes
plantas son capaces de originar una disminucion del recuento de huevos de H.
contortus en heces en porcentajes muy elevados, entre ellas Sericea lespedeza (Lange
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et al., 2006), Maesa lanceolata y Plectranthus punctatus (Tadesse et al., 2009) y
Swertia chirata (Igbal et al., 2006). Sin embargo, otras como Myrsine africana y
Rapanea melanophloeos no tuvieron actividad frente a este pardsito (Githiori et al.,
2002).

La segunda técnica mas utilizada en la valoracion de la actividad antihelmintica
de extractos vegetales es la estimacion de la carga parasitaria. Para llevar a cabo esta
técnica se han de sacrificar los animales y realizar un recuento e identificacion de los
vermes que se encuentren en el aparato digestivo de éstos (bien estdmago o
intestino), ya que es muy comun que se trate de infecciones mixtas.

Utilizando esta ultima técnica, se ha observado que plantas como Hedera helix
(Equale et al., 2007a) y Sericea lespedeza (Terril et al., 2007) reducen el nimero de
vermes adultos de H. contortus en el abomaso de los animales en estudio. Del mismo
modo, en experimentos realizados con Lippia sicloides se demostrd que la actividad
antihelmintica de la planta era capaz de reducir la carga parasitaria de los animales
hasta en un 59,9 % en infecciones con H. contortus y hasta en un 39,3 % en infecciones
con Trichostrongylus (Camurga-Vasconcelos et al., 2008).

3.3.4.2. Plantas con actividad frente a coccidios

Son pocos los estudios realizados hasta el momento en los que se ha evaluado
el efecto de extractos de plantas naturales frente a coccidios en rumiantes, y la
mayoria de ellos constituyen experimentos in vivo con especies de coccidios que
parasitan a aves. Los ensayos in vitro realizados se han centrado especialmente en el
estudio del efecto de los extractos naturales sobre los esporozoitos, siendo el principal
objetivo determinar si existe o no disminucion de la viabilidad de esta forma
parasitaria y cdmo se ve afectada, por tanto, la capacidad de invasidon celular. Sin
embargo, recientemente se han publicado articulos que basan sus experimentos en la
busqueda de extractos que actuan inhibiendo la esporulacion de los ooquistes.

3.3.4.2.1. Ensayos in vitro

Como se comentd anteriormente, estos ensayos estan principalmente dirigidos
al estudio del efecto de los extractos naturales sobre los esporozoitos. Asi, un estudio
realizado por Khalafalla et al. (2011) demuestra que diferentes concentraciones de
extracto de Curcuma longa disminuye la viabilidad de los esporozoitos de Eimeria
tenella tras distintos periodos de incubacién. Ademas, en este mismo estudio se
observé que, a concentraciones de 100 y 200 uM, la tasa de invasidn celular disminuia
enun 41,6y 72,8 %, respectivamente. Recientemente, otros estudios han demostrado
que diferentes compuestos, entre ellos derivados de las curcuminas y de Echinacea
purpurea, disminuyen significativamente la viabilidad de los esporozoitos de Eimeria
tenella y su tasa de invasidn celular, por lo que estos extractos podrian ser
considerados como posibles anticoccididsicos afiadidos a la comida o al agua de bebida
(Burt et al., 2013). Ademas, los resultados de ambos estudios muestran que los
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compuestos utilizados en los ensayos no serian perjudiciales para el organismo vivo,
segln sugieren los resultados de citotoxicidad en cultivos celulares realizados in vitro.

Los ensayos in vitro dirigidos a evaluar la capacidad de los extractos para inhibir
la esporulacion de los ooquistes se han realizado con especies de Eimeria de diferentes
especies hospedadoras. Asi, a concentraciones de 1000 pg/ml, el extracto acuoso de
Pinus radiata redujo hasta en un 86 % la esporulacion de tres especies de Eimeria
aviares, incluyendo Eimeria tenella (Molan et al., 2009). Sin embargo, en un estudio
realizado por Saratsis et al. (2012) con extractos elaborados a partir de Onubrychis
viciifolia no se observé una disminucion del numero de ooquistes esporulados de
diferentes especies de Eimeria en ovejas. En este caso, el maximo porcentaje de
inhibicién (10,7 %) se mostré a una concentracién de 1200 pg/ml después de 48 horas
de incubacion.

3.3.4.2.2. Ensayos in vivo

Al igual que en el caso de los nematodos, los ensayos in vivo con coccidios
necesitan animales de experimentacion que son inoculados con el pardsito y tratados
con el extracto de la planta que se desea estudiar, aunque en los experimentos
también se pueden utilizar animales infectados naturalmente por diferentes especies
de Eimeria.

Para evaluar in vivo de la actividad anticoccididsica de los extractos naturales se
suele realizar un recuento de ooquistes por gramo de heces. Con este ensayo se
pretende comprobar si existe una disminucién de la eliminacién de ooquistes en heces
cuando el animal es tratado con un extracto vegetal. Estos recuentos se hacen en una
camara siguiendo el método de McMaster modificado (MAFF, 1989).

Mediante este tipo de ensayo, tres plantas usadas por los ganaderos de la
ciudad del Cabo (Sudafrica) demostraron un efecto antiparasitario tanto frente a
helmintos como a coccidios infectados de forma natural. De este modo, a diferentes
concentraciones, los extractos vegetales de la planta consiguieron reducir
significativamente el nimero de huevos de nematodos y de ooquistes de Eimeria en
heces (Maphosa et al., 2012). También se observd disminucion del numero de
ooquistes en heces en cabras infectadas por Eimeria cuando fueron alimentadas con
pellets de Sericea lespedeza, llegando a ser esta reduccién cercana al 98 % (Kommuru
etal., 2014).

Por otro lado, en especies de coccidios que afectan a aves, concretamente en
pollos infectados experimentalmente con Eimeria tenella, se demostrd el efecto
anticoccididsicos in vivo de la artemisina, que es un extracto comercial de la planta
Artemisia annua (del Cacho et al., 2010). Los resultados del estudio mostraron que la
artemisina no sdlo es capaz de reducir los recuentos de ooquistes por gramo de heces
sino también alterar la integridad de la pared de los mismos.

En otro estudio, donde se evalud el efecto frente a Eimeria tenella del aceite
esencial de orégano como suplemento en la dieta de broilers infectados
experimentalmente con este pardsito, se consiguid una disminucion significativa del
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numero de ooquistes eliminados en heces de los animales que fueron alimentados con
el suplemento en relaciéon a los controles (Giannenas et al., 2003). En dicho trabajo
también se valoraron otros parametros, como la supervivencia de los animales
infectados, el nivel de sangre en las diarreas y el grado de las lesiones tras el sacrificio
de los animales, resultando todos ellos disminuidos tras la administracion del
suplemento en la dieta. No obstante, el efecto encontrado a la dosis utilizada (300
mg/Kg) fue menor al mostrado por el anticoccididsico usado como control positivo a
una dosis de 75 mg/Kg. También se ha demostrado que diferentes concentraciones de
Ageratum conyzoides y Musa paradisiaca reducen significativamente el nimero de
ooquistes por gramo de heces en broilers infectados experimentalmente con Eimeria
tenella, siendo estos resultados similares a los observados utilizando amprolium
(Nweze et al., 2009, Anosa et al., 2011). Otros autores, como Naidoo et al. (2008) y
Michels et al. (2011) también demostraron que extractos procedentes de Tulbaghia
violacea y Eclipta alba, disminuian, no sélo el niumero de ooquistes eliminados en las
heces por los animales infectados, sino, ademas, los sintomas de enfermedad.

En otro tipo de coccidios como Cryptosporidium parvum, pardsito de una
amplia variedad de especies hospedadoras, se evalud la actividad de un extracto
extraido de la corteza de pino (Pycnogenol) en un modelo experimental donde se
inocularon ratones adultos inmunodeprimidos con ooquistes esporulados de dicho
parasito (Kim et al., 2001). Los resultados del estudio demostraron diferencias
significativas en el niumero de ooquistes en heces entre los animales que fueron
tratados via oral con una dosis de 30 mg/Kg/dia con Pycnogenol y los controles. Sin
embargo, el estudio histopatoldgicos del intestino de los animales tras el sacrificio no
reveld diferencias en cuanto a la capacidad de invasién celular del pardsito; es decir,
que el extracto no provocd disminucidon de la viabilidad e infectividad de los
esporozoitos.

3.4. PLANTAS MEDICINALES EN LAS ISLAS CANARIAS

El Archipiélago Canario constituye, por su localizacién geogréfica, uno de los
enclaves de mayor diversidad floristica y riqueza en especies autdctonas del pais
(Bramwell 1998; Bramwell y Bramwell, 2002). La existencia de endemismos es un
fenédmeno general en todos los territorios geograficamente bien definidos y, de ahi
qgue las islas ocednicas sean consideradas como uno de los principales centros de
diferenciacién y especiacion. Algo similar sucede en los archipiélagos de Azores,
Madeira, Salvajes, Cabo Verde y un pequefio enclave en el continente africano, que
constituyen, junto con Canarias, la regién denominada Macaronesia.

En un importante nimero de plantas de esta flora autdctona la sabiduria
tradicional ha atribuido propiedades medicinales (Pérez de Paz y Hernandez, 1999;
Bramwell, 2004), la mayoria de ellas referidas a dolencias o patologia humanas. Son
escasos, sin embargo, los estudios de investigacién que se han desarrollado para
constatar cientificamente el efecto de dichas plantas. Ademds, la inmensa
biodiversidad vegetal de las Islas Canarias sigue estando inexplorada en este area del
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conocimiento por lo que la posibilidad de encontrar principios activos y/o extractos
aplicables en produccién animal es una alternativa muy prometedora, mas si cabe
teniendo en cuenta que los hallazgos que se realicen en este marco de la biodiversidad
vegetal también podrian ser aplicados en medicina humana. Hay que afiadir que la
importancia de este tipo de estudios recae, no exclusivamente en la posibilidad de
demostrar el efecto terapéutico de la planta, la determinacion y analisis de los
compuestos a los que se adscriben sus propiedades, o la elucidacién de los
mecanismos intrinsecos de actuacién, sino también en la posibilidad de subrayar el
interés y potencialidad que supone rescatar el conocimiento popular en etnobotanica,
conservar la diversidad floristica de una regién y mantener un desarrollo agroecolégico
sostenible en nuestro entorno.

En las Islas Canarias, tanto especies de la flora endémica, como algunas
especies introducidas, componen la farmacia local de plantas. Aunque las plantas
medicinales fueron seguramente usadas por los habitantes originales de las Islas
Canarias no parece haber archivos escritos acerca de ellas, pero si evidencias del uso
de especies locales como el drago (Dracaena draco), la lefiabuena (Neochamaelaea
pulverulenta), la ruda (Ruta oreojasme) y el mocan (Visnea mocanera). Algunas, como
el Aloe vera, probablemente llegaron con los comerciantes y marineros arabes o
fenicios. Muchas de las hierbas, usadas todavia de forma tradicional en las Islas
Canarias, fueron introducidas por los primeros colonos y se utilizan en toda la regién
mediterranea; la caléndula, el romero y el hinojo sirven como ejemplos. Otras, aunque
son endemismos locales, fueron usadas debido a su parentesco con plantas conocidas
de los colonizadores, tales como la ruda, la lavanda y varias de las mentas (Bramwell,
2004).

El presente trabajo se ha centrado en el estudio de las propiedades
antiparasitarias de la Ruta pinnata, también conocida como ruda salvaje o tedera
salvaje. Esta planta, autéctona de Canarias, pertenece a la familia de las rutdceas y se
encuentra de forma esporadica en la isla de Tenerife y La Palma. Son tales sus
propiedades que incluso se ha usado para el tratamiento de la alopecia. Estas
propiedades se encuentran principalmente en las hojas y frutos, que se pueden utilizar
a modo de infusién, cataplasmas, vino o aceite de ruda (Pérez de Paz y Hernandez,
1999).
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4.1. MATERIAL VEGETAL
4.1.1. OBTENCION DEL MATERIAL VEGETAL

La planta fundamental seleccionada para los ensayos fue Ruta pinnata, una
especie endémica de Canarias perteneciente a la familia Rutaceae.

La seleccién del material vegetal se realizé en base al saber popular en
etnoveterinaria de “yerberos” (personas, generalmente de avanzada edad, que
conocen y aplican remedios medicinales utilizando plantas). También se tomaron en
consideracion algunas referencias bibliograficas que atribuian propiedades medicinales
a las Rutaceas (Guarrera, 1999; Pollio et al., 2008). A partir de esta informacion, se
evalud la actividad antiparasitaria de dos especies de la familia Rutaceae (Ruta
graveolens y Ruta pinnata). En el screening preliminar también se incluyé a Psoralea
bituminosa, con el fin de comparar los resultados con una planta de una familia
diferente, empleada como forrajera por los ganaderos y a la que se han adscrito
también ciertas propiedades antiparasitarias. A partir del material vegetal recogido de
las diferentes plantas se prepararon diferentes extractos utilizando distintas partes de
la planta y distintos disolventes.

4.1.1.1 Preparacion de extractos

4.1.1.1.1. Obtencion de extractos naturales

Las muestras de la plantas fueron recolectadas manualmente en el Jardin
Botanico de Gran Canaria y en la Isla de Tenerife, y fueron enviadas al Instituto
Universitario de Bioorganica Antonio Padrdon (Universidad de La Laguna, Tenerife),
donde se realizd la preparacion de los extractos vegetales. Las muestras se secaron en
umbria a temperatura ambiente durante aproximadamente un mes, asegurando su
Optima aireacion para evitar infecciones con hongos y/o bacterias y evitando posibles
fermentaciones. Una vez seco, el material vegetal se homogeneizd, por diferentes
métodos, para obtener una muestra uniforme.

Para la extraccién de los extractos bioactivos presentes en las plantas de las
especies R. pinnata, R. graveolens y P. bituminosa, se emplearon muestras de la parte
aérea de las mismas, tomando plantas maduras en distintos estadios de fructificacién.
Una vez que las muestras estuvieron secas y homogeneizadas, se procedié a la
extraccion metandlica de los compuestos activos. La metodologia utilizada para esta
extraccion fue similar a la usada por otros autores para la obtencion de extractos de
Pancratium canariensis (Cedrén et al., 2009) y Pricamnia antidesma (Solis et al.,
1995).

Para la extraccion de los compuestos organicos de las plantas de forma
individual, aproximadamente 750 g del material vegetal se empaquetaron en bolsas de
papel de filtro y se introdujeron en una columna de un equipo Soxhlet con 5,5 litros de
disolvente; la extraccidn se realizd en caliente hasta el agotamiento. Para la extraccion
acuosa, la biomasa homogeneizada se hirvido en agua destilada y luego se filtré para
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eliminar los restos vegetales. Al finalizar la extraccion, los extractos bioactivos
obtenidos se secaron al vacio utilizando un rota-vapor sobre un bafio de agua.

También se realizd la extraccion de los extractos bioactivos presentes en frutos
con distintos grados de maduracion de las plantas R. pinnata y R. graveolens. Para ello,
se tomaron aproximadamente 70 g de frutos y se homogeneizaron tras congelarlos en
nitrogeno liquido, con el fin de disgregarlos y asi realizar una extraccion mas efectiva.
El homogeneizado se empaquetd en sobres de papel que se introdujeron en una
columna de un equipo Soxthel y la extraccion se realizo hasta el agotamiento usando
un volumen de disolvente organico de 1,5 litros, de forma similar a como se indicé
para los extractos de |la parte aérea de la planta entera. En primer lugar, se realizdo una
extraccion usando metanol como disolvente. Una vez seco, dicho extractos mostraba
un aspecto aceitoso (sobrenadante) ademas de una parte semisélida (pellet); ambas
partes se separaron por decantacidén y con asistencia de una ligera centrifugacién. La
parte semisélida se disolvié en agua, obteniéndose asi un extracto acuoso de los
mismos. Ademas, parte de esta disolucidn fue sometida a una extraccién liquido-
liqguido empleando los siguientes disolventes: hexano, cloroformo y acetato de etilo.

4.1.1.1.2. Obtencion de cultivos in vitro de Ruta pinnata

Debido a la poca disponibilidad de biomasa vegetal de R. pinnata, y por tratarse
de una especie protegida, se evalud la posibilidad de obtener material vegetal
mediante cultivos in vitro de la planta. Los cultivos se iniciaron tomando fragmentos de
tejidos de plantulas crecidas bajo condiciones de asepsia en frascos traslicidos en
medio sélido Murashige-Skoog, 3 % de sacarosa. Los fragmentos se cultivaron en
diferentes medios nutritivos para estimular el crecimiento de las células, agregados
celulares, tejidos, brotes, etc. empleando el medios MS, bien solidificado con agar al
0,8 % o medio liquido, contendiendo ademads 3 % de sacarosa y suplementado con
reguladores de crecimiento, tales como auxina (NAA, 2-4-D) y distintas citoquininas
(BAP) a diferentes concentraciones. El pH fue ajustado antes de autoclavar a 1
atmosfera de presion, 115 °C durante 15 min. Todos los fragmentos se cultivaron e
incubaron en una camara de cultivo a 25 °C y 16 horas de luz blanca. Los fragmentos
cultivados en medio nutritivo liquido se incubaron en un agitador a 95 rpm.

A partir del material vegetal obtenido in vitro, los agregados que mostraron
cierto grado de diferenciacion celular, color verde y en ocasiones yemas o brotes, asi
como callos, se cultivaron en 3 medios nutritivos que se diferenciaron en el contenido
de reguladores del crecimiento que contenian, el medio MSe ( 6 mg/L NAA + 1 mg/L
BAP), el MS3 (0,5 mg/L + 1 mg/L BAP) y el MS6 (2 mg/L NAA + 4 mg/L 2,4-D + 1 mg/L
BAP). Se dispensaron aproximadamente 2 g de agregado vegetal en matraces de 500
ml con 100 ml de medio nutritivo. Todos ellos se incubaron en agitacién (95 rpm) bajo
las condiciones de cultivo mencionadas anteriormente.

A partir del material vegetal obtenido in vitro de los medios MSe, MS6 o0 MS3 se
realizé una extraccion con metanol y a continuaciéon una segunda extraccién con
diferentes disolventes: hexano, acetato de etilo, cloroformo y agua. En los ensayos de
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actividad antiparasitaria frente a nematodos y coccidios se utilizaron tanto los
extractos metandlicos como sus fracciones.

4.1.1.2. Dilucion de extractos

Para la realizacién de los ensayos in vitro, los extractos obtenidos fueron
diluidos a diferentes concentraciones en dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich) a
concentraciones que no afectasen la viabilidad de los parasitos. La concentracién final
maxima de DMSO que se utilizdo para disolver los distintos extractos fue del 6 %.
Extracto y disolvente se mezclaron hasta que la disoluciéon fue homogénea a la
concentracion final de trabajo elegida para cada ensayo y cada extracto. A partir de la
solucién inicial se obtuvieron las siguientes diluciones, como se comentard en él
apartado correspondiente. Todos los compuestos utilizados en los ensayos de presente
estudio se muestran en la Tabla 1.
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ABREVIATURA/
PROCEDENCIA DEL DISOLVENTE UTILIZADO EN
. NOMENCLATURA USADA EN
EXTRACTO LA EXTRACCION
EL TRABAJO
Parte aérea de planta de Ruta Metanol MeOH Rp
pinnata
Parte aérea de planta de Ruta Metanol MeOH Rg
graveolens
Parte aérea de planta de Metanol MeOH Pb
Psoralea bituminosa
Frutos maduros de Ruta Metanol MeOH FrM Rp
pinnata
Frutos maduros de Ruta Metanol CM-481
pinnata
Frutos maduros de Ruta Hexano MeOH + Hx FrM Rp
pinnata (extracto metandlico)
Frutos maduros de Ruta Cloroformo MeOH + Cl FrM Rp
pinnata (extracto metandlico)
Frutos maduros de Ruta Acetato de etilo MeOH + Ac FrM Rp
pinnata (extracto metandlico)
Frutos maduros de Ruta Agua Aq FrM Rp
pinnata
Frutos verdes de Ruta pinnata Hexano MeOH + Hx FrV Rp
(Extracto metandlico)
Frutos verdes de Ruta pinnata Acetato de etilo MeOH + Hx FrV Rp
(Extracto metandlico)
Frutos verdes de Ruta pinnata Agua Ag FrV Rp
Cultivo in vitro de Ruta pinnata Metanol CM-472
en medio MS6
Cultivo in vitro de Ruta pinnata Metanol MeOH CM-134
en medio MSe
Cultivo in vitro de Ruta pinnata Metanol MeOH CM-135
en medio MS6 + MS3
Extracto in vitro de Ruta Metanol MeOH CM-463.1
pinnata en medio MS6
Extracto in vitro CM-463.1 Hexano MeOH CM-466.1 + Hx
Extracto in vitro CM-463.1 Cloroformo MeOH CM-467.1 + Cl
Extracto in vitro CM-463.1 Acetato de etilo MeOH CM-468.1 + Ac
Extracto in vitro CM-463.1 Agua MeOH CM-469.1 + Aq

Tabla 1.Relacidn de extractos, naturales e in vitro, disolventes utilizados y abreviatura/ nomenclatura,
utilizados en los ensayos para la evaluacidon de la actividad antiparasitaria.
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4.2. ANIMALES

4.2.1. ANIMALES DONANTES DE HAEMONCHUS CONTORTUS

Se utilizaron ovejas de raza Canaria de unos 6 meses de edad como donantes
de vermes adultos, huevos y larvas infectantes de Haemonchus contortus (H.
contortus). Los animales se mantuvieron en un ambiente libre de nematodos en las
instalaciones de la Granja Agricola Experimental del Cabildo de Gran Canaria, situada
en el municipio de Arucas en las proximidades de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Dichas instalaciones fueron previamente
limpiadas y desinfectadas. Antes de la inoculacién de los animales, se analizé el estado
parasitario de los mismos. Para ello se tomaron heces directamente de recto y se
analizaron mediante la técnica de concentracién por flotacién en solucién saturada de
cloruro sédico. Se observaron huevos de Strongyloides papilosus, por lo que se
desparasitaron con Levamisol (Cyver) a una dosis de 1 ml/10 k.p.v. Después de dos
semanas se comprobd que los animales estaban libres de nematodos y en este
momento se llevod a cabo la infeccidn.

Todos los animales se inocularon via intra-ruminal con 7000 L3 infectantes de
una cepa de H. contortus adaptada al caprino, que fue cedida por del Dr. Ignacio Ferré
(Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid). A partir de la segunda
semana de infeccion se realizé un chequeo coprolégico diario de los animales para
determinar el comienzo de la eliminacién de los huevos, para lo cual se utilizd el
método de concentracion por flotacion en solucidén saturada de cloruro sédico. Una
vez constatada la presencia de huevos, se empezd a recoger heces diariamente para la
obtencidn de larvas de tercer estado y huevos.

4.2.2. ANIMALES DONANTES DE EIMERIA NINAKOHLYAKIMOVAE

Se utilizaron cabritos lactantes de raza Majorera como donantes de ooquistes
del coccidio Eimeria ninakohlyakimovae (E. ninakohlyakimovae).

Los animales, que cuando llegaron al animalario tenian 1 o 2 dias de edad, se
sumergieron parcialmente en agua tibia con lejia comercial diluida para eliminar todos
los restos de heces adheridos a las pezufias y regién perianal, asi como el polvo de
entre el pelo, todo ello con el fin de evitar posibles contaminaciones a posteriori con
especies de Eimeria exdgenas, diferentes a la cepa de E. ninakohlyakimovae. A
continuacion se secaron y se distribuyeron en jaulas esterilizadas por calor que se
alojaron en el animalario ubicado en las instalaciones de la Facultad de Veterinaria de
La Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Los boxes utilizados fueron
previamente limpiados y desinfectados con lejia. Antes de la inoculacion de los
animales se les desparasitd con diclazuril (Vecoxan, Janssen-Cilag®) y halofunginona
(Halocur, Intervet ®) para minimizar el riesgo de contagio no deseado con Eimeria y
Cryptosporidium, respectivamente. El tratamiento con diclazuril se realizé el dia de la
recepcion de los animales y a la semana siguiente, y la halofuginona se administré
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durante los primeros siete dias. Los cabritos se inocularon a las cuatro semanas de
edad. El dia anterior a la inoculacidon se comprobd que los animales estaban libres de
pardsitos, para lo cual se tomaron muestras de heces directamente del recto y se
analizaron mediante la técnica de concentracién por flotacién en solucién saturada de
cloruro sddico.

Todos los animales se inocularon via oral con 200000 ooquistes esporulados de
E. ninakohlyakimovae, previamente conservados a 4 °C en dicromato potasico al 2 %
(Panreac) durante no mas de seis meses. A partir de los 12-13 dias se realizd un
chequeo coprolégico diario de los animales para determinar el comienzo de la
eliminacion de ooquistes, para lo cual se utilizd el método de concentracién por
flotacidén en solucion saturada de cloruro sédico. Una vez constatada la presencia de
ooquistes, se empez6 a recoger heces diariamente durante una semana.

4.3. PARASITOS

4.3.1. RECOLECCION, PURIFICACION Y CONCENTRACION DE HUEVOS DE
H. CONTORTUS

Para la obtencién de huevos, se recogieron heces de los animales infectados en
pequefios cubos y se disgregaron con solucion saturada de NaCl con densidad 1,19 g/I.
La mezcla se filtro posteriormente por mallas de poro decreciente para eliminar el
detritus y obtener una solucion de huevos relativamente limpia. Utilizando esta
solucidn, se realizd una flotacidn en recipientes de plastico de aproximadamente 20 x
20 x 15 durante no mas de 20 min para que la solucion de sal no afectara a la viabilidad
de los huevos. Transcurrido este tiempo, se retird el cristal que cubria el recipiente y se
lavd la cara en contacto con el liqguido con abundante agua destilada. Para eliminar
todos los restos de sal, la solucién de huevos obtenida se lavd 3 veces con agua
destilada mediante sedimentacion lenta en tubos de Falcon de 50 ml durante 30 min.
La determinacién del nimero de huevos en el concentrado resultante se determind
mediante la técnica de McMaster modificada (Sloss et al., 1994).

4.3.2. OBTENCION, CONCENTRACION Y PURIFICACION DE LARVAS 3 DE
H.CONTORTUS

Con el objeto de crear condiciones favorables para el desarrollo larvario, las
heces recogidas de los animales inoculados se mezclaron en un recipiente con turba
estéril en relacién 1/3 aproximadamente (una parte de turba y tres de heces) y se
humedecieron con agua hasta conseguir una mezcla homogénea con una grado de
humedad alto, aunque procurando que no hubiese exceso de liquido. Para evitar la
contaminacién vehiculada por artrépodos y facilitar al mismo tiempo la aireacidn, los
cultivos se cubrieron con una tela tipo tul sellada con un elastico. Las incubaciones se
realizaron a temperatura ambiente durante alrededor de 12 dias. Durante ese tiempo,
y con una frecuencia de 48 horas, el material fecal se volted para facilitar la aireacion
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de las capas mas profundas del cultivo y minimizar el crecimiento de hongos,
afladiendo agua, en caso necesario, para mantener el grado de humedad éptimo.

Las larvas infectantes (L3) se obtuvieron mediante el método de Baermann. El
material cultivado se colocé sobre una rejilla en un embudo en el que se afiadié agua
destilada hasta cubrir la parte inferior del material fecal. Transcurridas 24 horas a
temperatura ambiente, el liquido del embudo se recogié en una copa de decantacion
para proceder a la concentracién y purificado de las larvas. Con esta finalidad, el
liquido recogido del embudo se mantuvo a 4 °C durante aproximadamente 24 horas
para que las larvas sedimentaran en el fondo. Transcurrido este tiempo, se eliminé el
sobrenadante y el sedimento se transfirié y se dejé secar en un papel de filtro durante
24 horas a temperatura ambiente. Una vez seco el papel de filtro se depositd en una
copa de decantacidon con agua limpia y se mantuvo en esta posicion durante 24 horas a
la misma temperatura; de esta forma se conseguia que las larvas migraran hacia el
agua desprendiéndose del papel y que el detritus quedara adherido al filtro. Una vez
limpias, las larvas se concentraron mediante decantacion y frio de la forma descrita
anteriormente y el sedimento con larvas limpias y concentradas se conservé en frascos
de cultivo de fondo plano a 4 °C hasta su uso. Para favorecer la viabilidad y vitalidad de
las larvas el agua se renové cada 2-3 dias (Fleck y Moody, 1988; MAFF, 1989; Colville,
1991).

La determinacién de la concentracion de larvas se realizd en base a la media
obtenida en los recuentos de alicuotas de 20 ul extraidas del volumen total del liquido,
previamente mantenido a temperatura ambiente 24 horas para favorecer la activacion
larvaria. En el recuento solamente se consideraron las larvas que mostraban movilidad
(MAFF, 1989).

4.3.3. RECOGIDA Y PURIFIACION DE VERMES DE H. CONTORTUS

La técnica utilizada para la recogida de adultos de H. contortus se basa en la
capacidad de los vermes para migrar activamente desde una pelicula semisdlida de
agar hacia una solucion de PBS mantenida a 38 °C. El material empleado en la técnicay
la metodologia seguida se describen a continuacion.

Se cortaron pafios de teflon de manera que su tamano se ajustase al fondo de
bandejas de plastico de aproximadamente 40 x 20 cm (un total de 10-12 bandejas por
abomaso). Se dejo largo el extremo que ha de conectar con la barra soporte para que
se pudiese fijar bien a ella mediante pinzas. La longitud real del pafio tenia que ser
inferior a la del tanque de incubacidon que contenia el PBS a 38 °C, para que los vermes
pudieran migrar al fondo. Una vez fijados los pafios a los soportes de madera con
pinzas, el conjunto se dispuso en las bandejas ajustando el pafio completamente al
fondo para evitar que se formaran pliegues; para ello se sumergié previamente el pafio
en agua tibia, se escurrio y se amoldd luego al fondo de la bandeja. Se prepard
suficiente PBS 0,01 M para llenar el tanque y se mantuvo a 38 °C (unos 5 litros por
tanque y dos tanques por abomaso). La temperatura de la estufa donde se colocaron
las urnas se mantuvo a 42 °C para que, al abrir y cerrar, no disminuyese la temperatura
por debajo de los 38 °C. Ademas de estos materiales, para cada abomaso se
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prepararon 14 g de agar (Sigma-Aldrich), 700 de agua destilada préximos a ebullicién y
700 ml de agua a 38 °C.

Antes del sacrificio de los animales, fue necesario mantenerlos en ayuno entre
24-35 horas con el fin de minimizar la presencia de contenido gastrico. Tras el sacrificio
se ligd fuertemente el abomaso por ambos extremos con una cuerda, se identifico
convenientemente, se introdujo en una bolsa de plastico y a continuacién se pasd a
una nevera-termo que contenia agua a unos 40 °C para que se mantuviese en lo
posible a temperatura corporal hasta su llegada al laboratorio, que se realizé de la
manera mas rapida posible. Una vez los abomasos llegaron al laboratorio, se afadieron
los 14 g de agar a los 700 ml de agua destilada proximos a ebullicién y se siguid
calentando y agitando hasta que mezcla hirvié al menos tres veces consecutivas. Se
enfri6 entonces la mezcla en hielo, agitando con frecuencia y comprobando la
temperatura hasta que la mezcla alcanzé los 43 °C. Cuando la temperatura del agar
liquido estuvo préxima a esta temperatura, se colocé el abomaso en una bandeja y se
abrid por la curvatura mayor. A continuacién, se lavd la mucosa del abomaso con agua
a 38 °C (hasta 700 ml) tratando de recoger el mayor nimero de vermes posibles. El
lavado se mezclé con el agar liquido, dispensando rapidamente la mezcla resultante en
las bandejas de manera que formase una fina capa que cubriese todo el pano.

Cuando el agar se solidifico, los pafios se colocaron rapidamente en el tanque
con PBS, manteniendo el conjunto en la estufa una hora y media como minimo con el
objeto de que los vermes se desprendiesen del agar y pasasen al PBS. Durante este
tiempo se prepararon placas de Petri, asi como lancetas, y se mantuvo una placa
caliente a 38 °C. Transcurrida una hora y media, se retiraron los pafios de la estufa,
comprobando que estuviesen libres de vermes. Tras desechar el PBS sobrenadante del
tanque, el sedimento con vermes se recogid en un vaso de precipitado, desde donde
se fueron transfiriendo pequefias cantidades de PBS y vermes a placas de Petri de
plastico que se mantenian a 38 °C sobre la placa caliente. A continuacién se recogieron
los adultos con lancetas y se conservaron en medio RPMI (Sigma-Aldrich) a 37 °C hasta
la realizacion de los ensayos.

4.3.4. OBTENCION DE OOQUISTES DE E. NINAKOHLYAKIMOVAE

Para la obtencidén de ooquistes se recogieron heces de los animales infectados
en bolsas que se conservaron a 4 °C. A continuacion, las heces se lavaron con agua y
se filtraron sobre un embudo con mallas de poro decreciente con el fin de disminuir la
cantidad de detritus. La solucion resultante se dispensoé en envases de plastico sin tapa
con solucion concentrada de azucar con densidad 1,5 g/l en una relacion 1:1 v/v de
forma que se formara un menisco sobre ellos. Los recipientes se cubrieron con
cristales con el fin de que los ooquistes, al flotar, quedaran adheridos a la cara inferior
de los mismos. Cada dos horas, se procedia al lavado de los cristales recogiendo asi los
ooquistes y, a continuacidn, se agitaba suavemente la mezcla, se rellenaba con
solucién de azucar si era preciso y se colocaba de nuevo el cristal. Cada lote de
flotaciones se mantuvo durante 3 dias seguidos; mientras tanto, los ooquistes
recogidos se guardaron a 4 °C.
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Para los ensayos de esporulacién de ooquistes se utilizaron ooquistes no
esporulados. En tal caso, una vez recogidos mediante el método de flotacién descrito
anteriormente, los ooquistes se purificaron y concentraron inmediatamente por medio
de un gradiente de Percoll, técnica que se explicard en los apartados siguientes. El
resto de ooquistes se diluyd en dicromato potasico al 2 % en matraces Erlenmeyer en
los que se sumergia un dispositivo electronico para la aireacién del liquido con el fin de
favorecer la esporulacion. Después de una semana a temperatura ambiente, los
ooquistes ya esporulados se lavaron y concentraron por centrifugacion vy, finalmente,
se dispensaron en botellas de cultivo con filtro en una solucién de dicromato potasico
2 % (Panreac). Las botellas se conservaron en refrigeracion a 4 °C hasta que se llevo a
cabo el aislamiento de esporozoitos.

4.3.5. PURIFICACION Y CONCENTRACION DE OOQUISTES NO
ESPORULADOS

Los ooquistes que se recogieron de las flotaciones en solucion de azucar se
purificaron utilizando gradientes de Percoll con el fin de separar el detritus de los
ooquistes. Volumenes de 20 ml de solucién de ooquistes se dispensaron en tubos de
50 ml que se terminaron de llenar con agua destilada. Esta mezcla se centrifugd a 1500
x g durante 5 min a 4 °C, se elimind el sobrenadante y el sedimento se mezclé otra vez
con agua para realizar un nuevo lavado, asi hasta 5 veces. Después del ultimo lavado,
el sedimento resultante se llevd hasta 20 ml con agua destilada y se mezclé con 60 ml
de hipoclorito sédico al 5 % (Panreac) en un envase de cristal sellado con film y en
oscuridad. A continuacién, la mezcla se agitd durante 20 min en oscuridad a 4 °Cy la
solucién resultante se transfirid a tubos de 50 ml (40 ml y 40 ml), realizdndose
seguidamente una centrifugaciéon a 250 x g durante 5 min. Tras esta centrifugacion
lenta, se recogio el sobrenadante en un nuevo tubo de 50 ml se procedid a realizar un
total de 5 lavados con agua destilada centrifugando a 1500 x g durante 5 min. Tras la
ultima centrifugacion, se dejo el sedimento a la cantidad justa que se requiere para
dispensarla en los gradiente de Percoll, normalmente 1,5 ml de solucién de ooquistes.

Se utilizaron dos gradientes continuos de Percoll, del 60 y 50 % (Percoll™GE
Healthcare), preparados segln se muestra en la siguiente tabla. La realizacion del
gradiente propiamente dicho se realizé6 mediante centrifugacion de la correspondiente
mezcla a 27000 x g durante 20 min en una ultracentrifuga (Beckman Coulter Optima™
L-100 Xp Ultracentrifuge).
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i Percoll 9
SOLUCION 1
NaCl 1,5M 1
) NaCl 1,5M 10
SOLUCION 2
dH,0 90
i Solucion 1 5
SOLUCION DE PERCOLL 50%
Solucion 2 5
) Solucion 1 6
SOLUCION DE PERCOLL 60%
Solucion 2 4

Tabla 2. Reactivos y soluciones utilizados en los gradientes de Percoll.

De forma rutinaria, se preparaban 7 ml de cada gradiente. Una vez preparados
los gradientes se dispensaban cuidadosamente 1,5 ml de la solucion de ooquistes
sobre los tubos que contenian el gradiente del 50 % y se centrifugaba a 400 x g
durante 20 min a 4 °C, con desaceleracién 0 y aceleracion 0. Después de esta
centrifugacién se obtenian unas bandas que separaban parcialmente los ooquistes del
detritus. Utilizando una pipeta Pasteur de vidrio se recogia la banda de ooquistes y se
transferia a un tubo de 50 ml. Estos ooquistes se concentraban para, a continuacién,
afadirlos sobre el gradiente del 60 %, repitiéndose el mismo proceso descrito
anteriormente.

Una vez terminada la correspondiente centrifugacidn, se recogieron de igual
forma los ooquistes limpios, se concentraron y se contaron utilizando una cdmara de
Newbauer.

4.3.6. OBTENCION DE ESPOROZOITOS DE E. NINAKOHLYAKIMOVAE

Para la obtencidn de esporozoitos se utilizaron ooquistes esporulados, los
cuales se purificaron y concentraron mediante la técnica de separacién con gradientes
de Percoll descrita anteriormente.

Una vez obtenidos los ooquistes limpios, se dispensaron de 2 a 3 ml en una
botella de cultivo sin filtro junto a 20-25 ml de L-cisteina, preparada segun se indica en
la Tabla 3, esta solucion fue esterilizada por medio de filtros de 0,22 um antes de ser
utilizada. Antes de cerrar la botella se afiadio CO, durante 30 segundos y se cerré
rapidamente. La mezcla de ooquistes se incubd durante la noche (aproximadamente
16 horas) a 37 °Cy una atmadsfera del 5 % de CO..
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L-cisteina (Merck) 0,35g
NaHCO3 (Scharlau) 1,68¢g
dH,0 100 ml

Tabla 3. Reactivos empleados en la preparacion de la solucidon de L-Cisteina

Al dia siguiente, se transfirid el contenido de la botella a un tubo de 50 ml. La
botella se lavd con la misma solucion de L-cisteina preparada el dia anterior y el
resultado del lavado se afiadié al mismo tubo de 50 ml. La mezcla se centrifugd a 1500
x g durante 5 min y el sedimento se transfirié a una botella de cultivo con filtro junto a
una solucion de desenquistamiento con tripsina (Tabla 4). La mezcla se incubd durante
3 horas a 37 °C con CO; al 5 %. Transcurrido este tiempo, y tras observar suficientes
esporozoitos libres, éstos se recogieron en tubos de 50 ml y se lavaron mediante 3
centrifugaciones consecutivas a 1500 x g durante 20 min con medio RPMI. Después del
ultimo lavado, los esporozoitos se recogieron, se concentraron y se contaron en una
camara de Newbauer.

Tripsina (Trypsin 1:250, Serva) 0,12g
Solucién de Hank’s 10% (Hank’s
. . 2,76 ml
salt solution 10x, Sigma®)
Bilis bovina 2,4 ml
dH,0 24,84 mi

Tabla 4. Reactivos empleados en la preparacion de la solucion de tripsina.

4.3.7. CELULAS HOSPEDADORAS

Se utilizaron células epiteliales de colon de la especie bovina (BCEC)
inmortalizadas que fueron donadas por el Instituto de Parasitologia de la Justus-Liebig
University de Giessen, Alemania. Esta linea celular fue inicialmente aislada de las
criptas del colon de la especie bovina (Féllman et al., 2000) y posteriormente
inmortalizadas por lipofeccion con el plasmido pSVneo3 que codifica el antigeno SV40
T grande, tal y como describieron Pauly et al. (1995). En un primer momento, las
células se hicieron crecer en botellas de cultivo celular de 25 cm? (Nunc) y, cuando
estuvieron confluentes, se dividieron y se sembraron en placas de 12 pocillos (Nunc)
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durante 3 dias hasta que estuvieron nuevamente confluentes y listas para la infeccion
con los esporozoitos. Para su incubacion se usé medio RMPI 1640 (Sigma®) con 1 %
penicilina-estreptomicina (Sigma®), 5 % suero fetal bovino (Linus) y plasmocin
(Plasmocin™ 50 mg-25 mg/ml, Invitrogen), este ultimo compuesto para evitar la
contaminacién por micoplasmas.

4.4. ENSAYOS IN VITRO CON NEMATODOS
4.4.1. ENSAYOS DE ECLOSION DE HUEVOS (EEH)

El test EEH se realizé siguiendo las recomendaciones de la “World Association
for the Advancement of Veterinary Parasitology” (W.A.A.V.P) para determinar la
resistencia antihelmintica (Coles et al., 1992) con ligeras modificaciones para el ensayo
con productos naturales. Como tratamientos activos se utilizaron los extractos
obtenidos de la planta seleccionada, como control positivo el antihelmintico de efecto
ovicida oxibendazol (Oxibendaziven, Laboratorios Iven) y como control negativo
huevos no tratados diluidos en las correspondientes concentraciones de DMSO
(Sigma). Las concentraciones empleadas para cada caso estdn recogidas en la Tabla 5.
El ensayo se realizd en placas de 96 pocillos afiadiendo en cada uno de ellos 100 ul de
una suspensién con aproximadamente 150-200 huevos, a los cuales se afiadié 100 pl
de las distintas concentraciones de extracto, control positivo o DMSO. Tras incubar a
28 °C durante 24 horas, se determind el porcentaje de a) huevos no larvados, b)
huevos larvados, c) larvas inmodviles y d) larvas méviles mediante observacion al
microscopio (Olympus CK X 41). Se considerd que existia actividad ovicida propiamente
dicha cuando el extracto era capaz de evitar que los huevos iniciasen el proceso de
desarrollo larvario (huevos no embrionados), y actividad larvicida cuando el desarrollo
larvario se iniciaba pero se detenia en algun punto (huevos larvados y larvas
inmoviles). Las muestras se analizaron por triplicado dentro de cada ensayo y se
realizaron dos ensayos idénticos en diferentes dias.

Extractos Control positivo Control negativo
(mg/ml) Oxibendazol (pg/ml) DMSO (%)
5 1250 3
1,25 125 1,5
0,31 12,5 0,75
0,08 1,25 0,375
0,02 0,125 0,1875

Tabla 5. Concentraciones finales utilizadas en los ensayos de EEH para los extractos de Ruta pinnata
(planta), P. bituminosa (planta), R. graveolens (planta), extracto metandlico de frutos maduros de Ruta
pinnata. También se recogen en la tabla las concentraciones del control positivo (oxibendazol) y del
control negativo (DMSO).
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4.4.2. ENSAYOS DE DESARROLLO LARVARIO (EDL)

Antes de la realizacidon del ensayo se hicieron pruebas de estandarizacién,
donde se probaron diferentes condiciones con el fin de obtener la mas adecuada para
completar el desarrollo larvario in vitro de L1 a L3 de las larvas de H. contortus. Se
utilizaron diferentes medios de cultivos (medio RPMI, medio RMPI suplementado con
extracto de levadura, medio RPMI suplementado con el filtrado restante de la
suspension de huevos inicial y medio LB + E. coli,) con diferentes concentraciones de
penicilina/estreptomicina y anfotericina B, ademas de distintas condiciones de
incubacidén, en las que se varid la temperatura (28 °C o temperatura ambiente) y la
aireacion y humedad de las placas (Marie-Magdeleine et al., 2009, Ademola et al.,
2011, Carvalho et al., 2012, Cala et al., 2014).

Un vez estandarizada la prueba se incubaron 100 ul de una suspension de 200
huevos de H. contortus, obtenidos por el método anteriormente comentado, en placas
de cultivo de 96 pocillos. Dicha suspensidn se suplementé con 50 ul de filtrado y agua
destilada estéril. Las placas se incubaron a 28 °C durante 24 horas y, transcurrido este
tiempo, se comprobd que en cada pocillo hubiese un porcentaje de eclosién cercano al
80 %. Una vez alcanzado este porcentaje de eclosidon, se afiadieron 100 pl de las
diferentes concentraciones de extracto, control negativo (DMSO, Sigma) y control
positivo (Levamisol, Cyver antihelmintico®Fort Dodge). Transcurridos 6 dias de
incubacién a 28 °C se afiadid una gota de solucidén de Lugol y se realizé el recuento
larvario en un microscopio invertido, separando las larvas en dos tipos: larvas de tercer
estadio (L3) y otros estadios larvarios (L1 y L2), con el fin de obtener la relacién entre
ambos.

Extractos Control positivo Control negativo
(mg/ml) Levamisol (mg/ml) DMSO (%)
5 15 3
1,25 1,5 1,5
0,3125 0,15 0,75
0,008 0,015 0,375
0,002 0,0015 0,1875

Tabla 6. Concentraciones finales utilizadas en los ensayos de EDL para los extractos de Ruta pinnata
(planta), P. bituminosa (planta), R. graveolens, extracto metandlico de frutos maduros de Ruta pinnata.
También se recogen en la tabla las concentraciones del control positivo (levamisol) y del control
negativo (DMSO).

4.4.3. ENSAYOS DE PARALISIS LARVARIA (EPL)

Determina el porcentaje de larvas infectantes L3 paralizadas tras la incubacién
con diluciones seriadas del extracto. El procedimiento seguido fue similar al propuesto
por Kotzte et al. (2004). Un volumen de 100 pl de una suspensién con
aproximadamente 150-200 L3 se mezclaron con concentraciones conocidas de los
correspondientes extractos en placas de 96 pocillos y se incubaron a temperatura
ambiente durante 24 horas. Transcurrido este tiempo se realizdé una primera lectura de
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los pocillos calculando el porcentaje de larvas mdviles e inmdviles. Como control
positivo se incluyd el antihelmintico levamisol y, como control negativo, DMSO a las
correspondientes concentraciones.

Se considerd que las larvas estaban completamente inmdviles cuando no se
observaba movimiento durante 5 segundos de observacidn. Las muestras se analizaron
por triplicado dentro de cada ensayo y se realizaron dos ensayos idénticos de
diferentes dias.

Extractos Control positivo Control negativo
(mg/ml) Levamisol (mg/ml) DMSO (%)
12,5 37,5 3
6,25 3,75 1,5
3,125 0,375 0,75
0,625 0,01875 0,375
0,0625 0,00093 0,234

Tabla 7. Concentraciones finales utilizadas en los ensayos de EPL para los extractos de Ruta pinnata
(planta), P. bituminosa (planta), R. graveolens (planta). También se recogen en la tabla las
concentraciones del control positivo (levamisol) y del control negativo (DMSO).

Ruta pinnata Control positivo Control negativo
(mg/ml) Levamisol (mg/ml) DMSO (%)
12,5 37,5 1,5
6,25 3,75 0,75
3,125 0,375 0,375
0,625 0,01875 0,075
0,0625 0,00093 0,0075
0,03125 0,00375
0,01562 0,0018

Tabla 8. Concentraciones finales utilizadas en los ensayos de EPL para el extractos de R. pinnata
(extracto metandlico de parte aérea de planta fructificada). También se recogen en la tabla las
concentraciones del control positivo (levamisol) y del control negativo (DMSO).

Extractos Control positivo Control negativo
(mg/ml) Levamisol (mg/ml) DMSO (%)
25 37,5 3
12,5 3,75 1,5
6,25 0,375 0,75
3,125 0,01875 0,15
0,625 0,00093 0,015
0,0625 0,0015

Tabla 9. Concentraciones finales utilizadas en los ensayos de EPL para los extractos metandlicos de
frutos maduros de Ruta pinnata sujetos a una segunda extraccidon con diferentes disolventes organicos
(hexano, acetato de etilo, cloroformo, agua). También se recogen en la tabla las concentraciones del
control positivo (levamisol) y del control negativo (DMSO).

64



MATERIAL Y METODOS

Extractos Control positivo Control negativo
(mg/ml) Levamisol (mg/ml) DMSO (%)
25 37,5 3
12,5 3,75 1,5
6,25 0,375 0,75
3,125 0,01875 0,15
0,625 0,00093 0,015
0,0625 0,0015

Tabla 10. Concentraciones finales utilizadas en los ensayos de EPL para los extractos metandlicos de
frutos verdes de Ruta pinnata sujetos a una segunda extraccién con diferentes disolventes organicos
(hexano, acetato de etilo y agua). También se recogen en la tabla las concentraciones del control
positivo (levamisol) y del control negativo (DMSO).

Productos Control positivo Control negativo
(mg/ml) Levamisol (mg/ml) DMSO (%)
25 37,5 3

12,5 3,75 1,5

6,25 0,375 0,75

3,125 0,01875 0,15

0,625 0,00093 0,015
0,0625 0,0015

Tabla 11. Concentraciones finales utilizadas en los ensayos de EPL para los compuestos bioactivos
elaborados a partir de cultivos in vitro de R. pinnata (CM-134 y CM-135). También se recogen en la tabla
las concentraciones del control positivo (levamisol) y del control negativo (DMSO).

Productos Control positivo Control negativo
(mg/ml) Levamisol (ug/ml) DMSO (%)
3 37,5 3
0,6 3,75 0,6
0,2 0,375 0,2
0,12 0,01875 0,12
0,03 0,00093 0,03
0,006 37,5 0,006

Tabla 12. Concentraciones finales utilizadas en los ensayos de EPL para los productos elaborados a partir
de cultivos in vitro de R. pinnata (CM-466.1, CM-463.1, CM-467.1, CM-468.1, CM-469.1). También se
recogen en la tabla las concentraciones del control positivo (levamisol) y del control negativo (DMSO).

4.4.4. ENSAYOS DE VIABILIDAD DE ADULTOS (EVA)

Cuantifica el porcentaje de adultos viables de H. contortus tras el contacto de
los vermes con las diferentes concentraciones de extracto. El ensayo se realizd
siguiendo las recomendaciones descritas por Sharma et al. (1971). Los vermes
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maduros recogidos del abomaso con el método explicado anteriormente, se
suspendieron en medio RPMI-1640 con 1 % penicilina-estreptomicina (P/E) a una
concentracién de 10 vermes/ml (5 hembras y 5 machos) y se incubaron en placas de
12 pocillos a 37 °Cy 5 % de CO; con diferentes diluciones de extracto, control positivo
(levamisol) y negativo (DMSQ). Se determind la movilidad de los vermes a las 24 horas
de incubacidn. Se realizaron seis determinaciones de cada condicion en el mismo dia.

Extractos Control positivo Control negativo
(mg/ml) Levamisol (pg/ml) DMSO (%)
25 1500 3
5 300 0,6
1 60 0,12
0,25 12 0,03

Tabla 13. Concentraciones finales utilizadas en los ensayos de EVA para el extracto metandlico de frutos
maduros de R. pinnata y de los extractos metandlicos procedentes de planta entera de R. pinnata, P.
bituminosa y R. graveolens. También se representan en la tabla las concentraciones del control positivo
(levamisol) y control negativo (DMSO).

Producto Control positivo Control negativo
(mg/ml) Levamisol (ug/ml) DMSO (%)
12,5 750 1,5
6,25 150 0,75
3,125 30 0,375
0,625 0,075
0,0625 0,0075

Tabla 14. Concentraciones finales utilizadas en los ensayos de EVA para los productos elaborados a
partir de cultivos in vitro de R. pinnata (CM-134 y CM-135). También se representan en la tabla las
concentraciones del control positivo (levamisol) y control negativo (DMSO).

4.5. ENSAYOS IN VITRO CON COCCIDIOS
4.5.1. ENSAYOS DE INHIBICION DE LA ESPORULACION (EIE)

Este test determina la capacidad de los extractos para inhibir el proceso de
esporulacién de los ooquistes. El protocolo empleado fue similar al descrito por
Saratsis et al. (2012), modificando la técnica para adaptarla a las caracteristicas de la
especie de coccidio utilizada en el ensayo y a la disponibilidad de los extractos. En
tubos Eppendorf se incubaron aproximadamente 5000 ooquistes con las
concentraciones de extractos y dicromato potasico al 2 %. En cada tubo se dispensé 20
pl de solucién con 5000 ooquistes, 30 pl de dH,0, 50 ul de dicromato potasico al 10 %
y 100 pl de cada disolucion de extracto o antiséptico evaluado. Se realizaron
incubaciones de 30 min, 4 horas y 24 horas para los estudios de dosis-dependientes y
de 24 horas para la evaluacién de la actividad anticoccididsica de los extractos
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estudiados. Transcurrido el tiempo de incubacién seleccionado, se realizaron tres
lavados con dH,0 mediante centrifugaciones a 420 x g durante 10 min a temperatura
ambiente. Tras el ultimo lavado se dispensaron 400 pul de solucién de ooquistes en una
placa de 24 pocillos, sobre los que se le afiadieron 600 pl de una solucién denominada
“premezcla”, preparada con dicromato potasico al 10 % y dH,0. Como control positivo
se utilizé formaldehido al 10 % (Panreac) y como control negativo DMSO. Los ooquistes
dispensados en la placa se incubaron a temperatura ambiente hasta la lectura de los
resultados. Los ooquistes se observaron a las 24 y 48 horas, realizdndose la
diferenciaciéon entre ooquistes esporulados de los no esporulados cuando en los
pocillos correspondientes al control negativo (DMSO) se observaba un 80 % de
ooquistes esporulados (48 horas en el presente estudio).

Extractos Control positivo Control negativo
(mg/ml) Formaldehido 10% (%) DMSO (%)
12,5 5 1,5
6,25 2,5 0,75
3,125 1,25 0,375
0,625 0,31 0,075
0,0625 0,03 0,0075

Tabla 15. Concentraciones finales utilizadas en los ensayos de EIS para los extractos metandlicos de
planta entera de R. pinnata, P. bituminosa y R. graveolens, frutos maduros de R. pinnata y R. graveolens
y la fraccién acuosa del extracto metandlico de frutos maduros de R. pinnata. También se representan
en la tabla las concentraciones del control positivo (formaldehido 10 %) y control negativo (DMSO).

Productos Control positivo Control negativo
(mg/ml) Formaldehido (10%) DMSO (%)
25 5 3
12,5 2,5 1,5
6,25 1,25 0,75
3,125 0,31 0,1875
0,625 0,03 0,02534
0,0625 0,003 0,00253

Tabla 16. Concentraciones finales utilizadas en los ensayos de EIE para los productos elaborados a partir
de cultivos in vitro de R. pinnata (CM-134, CM-135 y CM-140).También se representan en la tabla las
concentraciones del control positivo (formaldehido 10 %) y control negativo (DMSO).
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Extracto/Productos Control positivo Control negativo
(mg/ml) Formaldehido (10%) DMSO (%)
3 5 3
1,5 2,5 1,5
0,75 1,25 0,75
0,1875 0,31 0,1875
0,02345 0,03 0,02534

Tabla 17. Concentraciones finales utilizadas en el estudio dosis-dependiente de la actividad
anticoccididsica en los ensayos de EIE para el extracto metandlico de frutos maduros de R. pinnata y el
compuesto CM-475.3, elaborado a partir de un cultivo in vitro de R. pinnata. También se recogen en la
tabla las concentraciones utilizadas del control positivo (formaldehido 10 %) y control negativo (DMSO).

4.5.2. ENSAYOS DE VIABILIDAD DE ESPOROZOITOS (EVE)

Este ensayo permite comprobar si los extractos naturales tienen una actividad
antioccidiésica mediada por la alteracion de la viabilidad de los esporozoitos de
Eimeria ninakohlyakimovae, para lo cual se empled una modificacion del método
utilizado por Khalafalla et al. (2011). Para realizar este ensayo se dispensaron en
placas de 96 pocillos 100ul de una solucion de medio RPMI con 5000 esporozoitos,
obtenidos por el método de purificacién y desenquistamiento antes mencionado.
Sobre la solucién de ooquistes se afadieron las diferentes concentraciones de los
extractos, ademas de los controles negativos, diluidos en todos los casos en medio
RPMI. Como control positivo se empled una solucion de esporozoitos calentada a 60 °C
durante 30 min, asegurando asi la muerte de los mismos. Transcurridas 3 horas de
incubacién a temperatura ambiente se procedid a la lectura de los resultados. Para
valorar la viabilidad de los esporozoitos se realizd una tincion con Sytox Orange
(Invitrogen), un colorante de acidos nucleicos capaz de atravesar la membrana nuclear
danada de los esporozoitos no viables. Para la realizacion de la tincion se retiraron 100
pl de solucion de cada pocillo y se afiadieron 100 pl de Sytox Orange. A continuacién,
la mezcla resultante se homogenizd e incubd durante 15 min a temperatura ambiente
en oscuridad. Finalmente, las muestras se observaron en un microscopio de
fluorescencia (Eclipse 80i®, Olympus). Cada concentracion se evalud por triplicado y se
realizaron dos ensayos similares en dias diferentes.
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Extracto Control negativo
(mg/ml) DMSO (%)
10 0,6
5 0,3
2,5 0,15
1,25 0,03
0,625 0,006
0,5 0,0075
0,025 0,0015

Tabla 18. Concentraciones finales utilizadas en el ensayo EVE para el extracto metandlico de frutos
maduros de R. pinnata. También se muestran en la tabla las concentraciones utilizadas del control
negativo (DMSO).

4.5.3. ENSAYO DE INHIBICION DE LA INVASION CELULAR (EIIC)

Utilizando este ensayo se pretende estudiar si los extractos naturales
disminuyen la capacidad de invasion celular de los esporozoitos. Con tal fin, un total de
50000 esporozoitos, obtenidos con el método comentado anteriormente, se incubaron
en tubos Eppendorf con 1 ml de las diferentes concentraciones del extracto, los
controles negativo (DMSO) y positivo (sulfadoxina/ trimetoprim, 200/40; Veterin-
Diftrim ®, Intervet) durante 3 horas a 37 °C y una atmodsfera del 5 % de CO,. A
continuacion, se realizaron tres lavados con RPMI que contenia un 5 % de
penicilina/estreptomicina centrifugando a 2000 x g 5 min. Una vez lavados, los
esporozoitos tratados con las diferentes concentraciones del extracto se anadieron
sobre BCEC confluentes cultivadas en placas de 12 pocillos y se incubarona 37 °Cy 5 %
CO; durante 24 horas. Tras este periodo de incubacidn, se realizaron fotografias de 15
campos aleatorios por condicidn en un microscopio electrénico (Leica DFC 290) con
una camara adaptada. La tasa de invasién celular se obtuvo calculando la relacién
entre células totales y células infectadas por esporozoitos. Cada condicidn se realizod
por triplicado y se realizaron un total de 3 ensayos idénticos en dias distintos (Burt et
al., 2013).

Extracto Control positivo Control negativo
(mg/ml) Sulfadoxina/trimetoprim DMSO (%)
(ng/ml)
5 10/2 0,3

2,5 0,1/0,02 1,5

0,5 0,001/0,0002 0,03

0,1 10-6/2x10-7 0,003

0,01 10-9/2x10-10 0,0003

Tabla 19. Concentraciones finales utilizadas en el ensayo EIIC para el extracto metandlico de frutos
maduros de R. pinnata. También se representan en la tabla las concentraciones del control positivo
(Sulfadoxina/trimeroprim) y del control negativo (DMSO).
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4.5.4. ENSAYOS IN VITRO DE CITOTOXIDIDAD

El estudio de citotoxicidad in vitro del extracto metandlico de R. pinnata se
realizd en dos cultivos celulares diferentes. Se utilizaron cultivos in vitro de BCEC, que
se hicieron crecer segin la metodologia explicada en el ensayo de inhibicidon de
invasion celular, y células VERO (African Green monkey kidney cells). Estas ultimas
células fueron inicialmente obtenidas de la European Collection of Cell Cultures
(ECAACC 84113001) y se cultivaron en medio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)
suplementado con L-glutamine 2 nM, 500 U/ml de penicilina, 50 pg/ml de
estreptomicina y un 10 % de suero fetal bovino (Linus) (Ruiz et al., 2010). Ambos tipos
celulares se cultivaron en placas de 24 pocillos (Nunc) hasta que estuvieron
confluentes y, en ese momento, se afadieron 150 pl de cada dilucion del extracto o
control negativo (DMSQ), segun se indica en la Tabla 20, mas 250 pul de Sytox Orange.
Como control negativo se utilizaron diluciones seriadas de DMSO. A continuacidn, se
realizd una incubacién durante toda la noche (aproximadamente 16 horas) y la lectura
se llevd a cabo en un escaner de fluorescencia (Ascent Fluoroskan, Labsystems)
(Agustine et al., 1997).

Extracto Control negativo DMSO
(mg/ml) (%)
3,125 3
0,625 1,5
0,125 0,75
0,0125 0,325

Tabla 20. Concentraciones finales utilizadas en el ensayo in vitro de citotoxicidad para el extracto
metandlico de frutos maduros de R. pinnata. También se muestran en la tabla las concentraciones
utilizadas del control negativo (DMSO).

4.6. ENSAYO /N VIVO CON NEMATODOS Y COCCIDIOS

El ensayo in vivo permitiria confirmar los resultados obtenidos en los ensayos in
vitro sobre la actividad antihelmintica y anticoccididsica de los extractos analizados.
Debido al coste econémico que supone este tipo de andlisis cuando se realizan en
experimentos controlados, solamente se ensayaron dos extractos, uno de fruto
maduro y otro de cultivos vegetales in vitro, en ambos casos de la planta Ruta pinnata.
En el curso de inoculaciones experimentales de caprinos con Haemonchus contortus y
Eimeria ninakohlyakimovae, se evalud conjuntamente la actividad antihelmintica y
anticoccididsica de ambos extractos.

4.6.1. REACTIVACION DE LAS CEPAS

Antes de proceder a la inoculacion de los animales, las cepas de H. contortus y
E. ninakohlyakimovae se reactivaron mediante pase en animales donantes; con ello se
pretendia asegurar que los parasitos eran totalmente viables.
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Para la renovacién de la cepa de H. contortus se inocularon 3 ovejas de raza
Canaria con 7000 L3 del parasito. A partir del dia 21 postinfeccion se empezaron a
recoger heces para aislar, purificar y concentrar las larvas L3 por el método Baermann,
ya comentado anteriormente. Los ooquistes de E. ninakohlyakimovae fueron aislados
de 7 cabritos de raza Majorera, que se inocularon con 200.000 ooquistes esporulados.
Estos cabritos se mantuvieron en condiciones estériles en el animalario del Hospital Dr.
Negrin de Las Palmas de Gran Canaria. A los 14 dias postinfeccién se recogieron las
heces de los animales y la obtencién de ooquistes llevd a cabo mediante la misma
técnica explicada anteriormente para la realizacion de los ensayos in vitro.

4.6.2. MATERIAL VEGETAL

Los extractos utilizados en el ensayo in vivo fueron el extracto CM-481
(extracto metandlico de frutos maduros de Ruta pinnata recolectados en el Campus de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad de La Laguna en Tenerife durante los meses de
agosto y septiembre del 2011) y el CM-472 (muestras de extracto metandlico de
material de cultivo in vitro de Ruta pinnata en medio MS6). Cada extracto se
homogeneizd con una batidora y se diluyé en DMSO 6 % hasta su completa disolucion,
conservandose la mezcla en una camara fria a 4 °C hasta su utilizaciéon. Se
administraron 30 g de extracto metandlico de frutos maduros de R. pinnata y 27 g del
extracto CM-472, lo que corresponde a aproximadamente 2 g/kg p.v., ya que los
animales al comienzo del experimento pesaban en torno a 15 kg.

4.6.3. VIABILIDAD Y EFECTO DE LAS LARVAS 3 UTILIZADOS EN EL
ENSAYO IN VIVO

Previamente a la realizacion del ensayo in vivo se realizé un ensayo de paralisis
larvaria (EPL) para comprobar que los extractos poseian actividad antihelmintica y
chequear la viabilidad de las L3 antes de la inoculacion. El ensayo EPL se realizo
siguiendo la misma metodologia comentada anteriormente. Los dos extractos se
probaron en diferentes concentraciones; se utilizdo levamisol como control positivo y
DMSO como control negativo (Tabla 21).
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Extracto/Producto Control negativo Control positivo
(mg/ml) DMSO (%) Levamisol (pug/ml)
6,25 3 0,125
3,125 1,5 0,0625
1,5625 0,75 0,03125
0,3125 0,1875 0,00625
0,0625 0,0375 0,00125
0,00625 0,00375 0,000125
0,000625 0,000375 0,0000125

Tabla 21. Concentraciones finales utilizadas en los ensayos EPL para comprobar la eficacia de los
extractos in vitro antes de la realizaciéon del ensayo in vivo para el extracto metandlico de frutos
maduros de R pinnata (CM 481) y el compuesto CM-472 (producto elaborado a partir de un cultivo in
vitro de R. pinnata). También se muestran en la tabla las concentraciones utilizadas del control positivo
(levamisol) y del control negativo (DMSO).

4.6.4. DISENO EXPERIMENTAL

En el experimento se empled un total de 18 caprinos de raza Majorera de entre
6-7 meses de edad pertenecientes a una granja situada en el Guriete, en el municipio
de Santa Lucia de Tirajana, en la Isla de Gran Canaria. El experimento se realizé en
dicha granja, para lo cual los animales se separaron del resto del rebafio y se dividieron
en 5 grupos distintos: A, B, C, Dy E:

Grupo A: animales inoculados y tratados con el extracto CM-481 (N=4)
Grupo B: animales inoculados y tratados con el extracto in vitro CM-472 (N=4)

Grupo C: animales inoculados y tratados con lvermectina (SP Veterinaria) y Diclazuril
(Vecoxan, Janssen-Cilag®) (N=4)

Grupo D: animales inoculados y no tratados (N=4)
Grupo E: animales no inoculados (N=2)

En la Tabla 22 se recoge de forma grafica todas las actuaciones llevadas a cabo
a lo largo durante la experiencia en los diferentes grupos de animales: inoculacién con
Haemonchus contortus (IH), inoculacién con E. ninakohlyakimovae (IE), tratamiento
con los diferentes extractos o productos comerciales, segln el grupo que corresponda
(T), y toma de muestras de heces (F).
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posti:"fa;cién 0 |14 |28 [29 |30 [31 (32 |33 |34 |35 |36 [37 [38
GrupoA | M [IE| F | F | F|FT|[F|F|F|F|F|F|F
GrupoB | IH | IE | F | F | F |[FT|F | F|F|F|F|F|F
GrupoC | M | IE|F | F | F|FT|F|F|F|F|F|F|F
GupoD WM [E| F | F|F|F |[F|F|F|F|F|F|F

rupo E

o

FFFFFFFFFFF

2

Tabla 22. Esquema del protocolo experimentacion.

4.6.5. INOCULACIONES
4.6.5.1 Inoculacion de las larvas 3 de H. contortus

Las larvas 3 utilizadas para la inoculacion de los animales fueron obtenidas por
el método Baermann, posteriormente purificadas y conservadas a 4 °C. El dia antes a la
inoculacién, las larvas se dejaron a temperatura ambiente para favorecer su
reactivacion. Los animales se inocularon con 7000 L3 via intraruminal (Fig. 3),
considerandose este dia como el dia 0 de la experiencia.

4.6.5.2. Inoculacion de los ooquistes de E. ninakohlyakimovae

Los animales se inocularon con 200.000 ooquistes via oral con una sonda
gastrica el dia 14 del experimento (dos semanas después de la infeccién con H.
contortus) con el fin de hacer coincidir los picos de eliminaciéon en heces de huevos y
ooquistes.
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Figura 3. Inoculacion intraruminal de L3 de H. contortus en caprinos

4.6.6. TOMA DE MUESTRAS Y PROCESADO

Se tomaron muestras individuales de heces de todos los animales el dia 14 del
experimento, coincidiendo con el dia de la inoculacién con E. ninakohlyakimovae.
Aunque, como se indicé, los animales fueron desparasitados 21 dias antes del
comienzo de la experiencia con ivermectina y diclazuril, la contaminacién de los
corrales motivd que todos los caprinos estuvieran infectados con ooquistes de
diferentes especies. Con las heces recogidas se hicieron mezclas para cada grupo y se
recogieron los ooquistes mediante flotacidon con solucién saturada de sal. Con tal fin,
los ooquistes adheridos al portaobjetos se retiraron con agua destilada y se recogieron
en un vaso de precipitado. Se realizaron 3 flotaciones por lote para obtener la mayor
cantidad de ooquistes posible. Después del ultimo lavado se mezcld el volumen total
recogido y se anadié dicromato potdsico a una concentracién final del 2 %. Las
diferentes mezclas se dispensaron en botellas de cultivo celular con filtro y se dejaron
incubar a temperatura ambiente durante una semana. Tras este tiempo, la mayoria de
los ooquistes recogidos habia esporulado. A partir de ese momento se procedio a la
diferenciaciéon de las especies de Eimeria presentes en cada uno de los lotes de
animales, para lo cual se siguieron los criterios descritos en la bibliografia (MAFF, 1986;
Alyousif et al., 1992; Soe et al., 1992).

A partir del dia 28 y hasta el dia 38 del experimento se tomaron muestras de
heces diariamente de todos los animales, incluidos los controles. Los recuentos, tanto
de huevos como de ooquistes, se realizaron mediante el método de McMaster
modificado (MAFF, 1989). Las heces que no se emplearon para la cuantificacion de
ooquistes y huevos se procesaron siguiendo la metodologia explicada anteriormente
para la diferenciacion de especies de Eimeria. Las muestras se tomaron de forma
individual directamente del recto de los animales, momento en el que se aprovechd
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para observar y anotar la presencia o no de diarrea y las caracteristicas de la misma, en
su caso. También se anotaron otros sintomas, tales como: adelgazamiento, anorexia,
mal pelaje, decaimiento, postracién, anemia, etc.

4.6.7. TRATAMIENTOS

El dia 31 del experimento se procedié al tratamiento de los animales. A los
animales pertenecientes a los grupos A y B se les administré via oral con una sonda
(Fig. 4) los extractos correspondientes. Los animales del grupo C se trataron con las
dosis pertinentes de ivermectina (1 ml/ 50 Kg p.v.) y diclazuril (1 ml/ 10 Kg p.v.), via
intramuscular y oral, respectivamente. Al final de la experiencia (dia 38 de la
experiencia) todos los animales fueron desparasitados con estos mismos productos.
Ademas, tras esta desparasitacion, se realizaron chequeos coproldgicos periédicos
(dias 15 y 30 después de terminado el estudio) para asegurar que todos los animales
utilizados en la experiencia no presentaran parasitos en las heces.

Figura 4. Administracion via oral de los extractos

4.7 PROCESAMIENTO DE LOS DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO
4.7.1 ANALISIS DE LOS DATOS OBTENIDOS EN LOS ENSAYOS IN VITRO

Para el analisis estadistico de los datos se agruparon todas las repeticiones para
cada uno de los correspondientes ensayos y se estimaron las diferencias mediante el
test no paramétrico Chi-cuadrado. El efecto de las diferentes concentraciones de
extracto se compard con los correspondientes controles DMSO y se consideraron
significativas las diferencias para P < 0,05. En todos los analisis se utilizd el programa
estadistico Sigmastat 3.1 bajo entorno Windows.
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La dosis letal 50 (DL50) de cada extracto utilizado en los diferentes ensayos se
obtuvo realizando un estudio de dispersion enfrentando los resultados obtenidos por
cada extracto a las concentraciones utilizadas. Con la ecuacion de la grafica que mas se
ajusto a cada ensayo (R%> 0,8) se hizo el célculo de la DL50. El tipo de dispersion y el
dato al que hace referencia la DL50 en cada ensayo se explica con detalle en la Tabla
23.

ENSAYO TIPO DE DISPERSION SIGNIFICADO DOSIS LETAL 50 (DL50)

Dosis de extracto necesaria para
Lineal inhibir el desarrollo embrionario en
el 50 % de los huevos

Ensayo de Eclosidon de Huevos
(EEH)

Dosis de extracto necesaria para
Logaritmica inhibir el desarrollo larvario del 50 %
de las larvas

Ensayo de Desarrollo Larvario
(EDL)

Dosis de extracto necesaria para
Ensayo de Pardlisis Larvaria Logaritmica inhibir la movilidad del 50 % de las
larvas

Dosis de extracto necesaria para
Ensayo de Viabilidad de Adultos Logaritmica causar la muerte del 50 % de los
vermes

Dosis de extracto necesaria para
Exponencial inhibir la esporulacién del 50 % de
los ooquistes

Ensayo de Inhibicién de
Esporulacién de Ooquistes

Dosis de extracto necesaria para
Logaritmica causar la muerte del 50 % de los
esporozoitos

Ensayo de Viabilidad de
Esporozoitos

Ensayo de Inhibicién de la
Invasidn Celular

Dosis de extracto necesaria para

Logaritmica Ll L,
g inhibir la invasidn celular en un 50 %

Tabla 23. Tipo de dispersién que siguieron los resultados de cada ensayo en relacién a las
concentraciones y significado de la dosis letal 50 (DL50) en cada caso.

4.7.2 ANALISIS DE LOS DATOS OBTENIDOS EN LOS ENSAYOS IN VIVO

El analisis de los datos obtenidos en el ensayo in vivo se realizé de diferente
forma segln se tratara de recuentos de huevos de nematodos y recuentos de
ooquistes por gramo de heces.

Para el analisis de los recuentos de huevos por gramos de heces se realizaron
las medias de todos los grupos por separado. Las medias obtenidas en los grupos
tratados con extractos se representaron graficamente y se compararon diariamente
con los respectivos controles positivos (grupo D, animales infectados y no tratados).

76




MATERIAL Y METODOS

Debido a la gran variabilidad individual, no se observaron diferencias significativas
utilizando anélisis de varianza (ANOVA) y el test t de Student. Adicionalmente, los
recuentos de HPG se agruparon y se analizaron estadisticamente antes y después del
tratamiento para cada uno de los grupos experimentales de animales infectados y
tratados. En primer lugar, las diferencias entre medias se estimaron mediante la
prueba t de Student. Sin embargo, los datos no siguieron una distribucién normal,
hecho que se comprobd tras realizar el test de normalidad Shapiro-Wilk, por lo que
finalmente los recuentos de huevos se analizaron mediante el Mann-Whitney Rank
Sum Test. Se consideraron significativas las diferencias para P < 0,05. En el analisis se
utilizé el programa estadistico Sigmastat bajo entorno Windows.

Los recuentos de ooquistes se transformaron en el “LOG OPG+1” con el
objetivo de convertir los datos en una distribucién normal de acuerdo al test de
normalidad de Kolmogorov-Smirnov. Las medias por grupo de estos datos se
representaron graficamente para cada grupo experimental junto a la diferenciacién de
especies de Eimeria y se analizaron igualmente utilizando analisis de varianza (ANOVA)
y el test t de Student. De la misma forma que para los recuentos de huevos de H.
contortus, los datos de OPG se agruparon antes y después del tratamiento y se
analizaron de igual forma las posibles diferencias entre grupos.
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RESULTADOS

5.1. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA
MEDIANTE ENSAYOS IN VITRO

Tal y como se comentd en el capitulo de Material y Métodos, en el presente
trabajo, se llevaron a cabo diferentes ensayos in vitro con el objetivo de determinar la
actividad antihelmintica frente a Haemonchus contortus (H. contortus) y
anticoccididsica frente a Eimeria ninakohlyakimovae (E. ninakohlyakimovae) de
diferentes extractos vegetales. Para determinar la actividad antihelmintica in vitro se
utilizaron los siguientes ensayos: ensayo de eclosion de huevos, ensayo de desarrollo
larvario, ensayo de paralisis larvaria y ensayo de viabilidad de adultos; mientras que
para la evaluacion de la actividad anticoccididsica se realizaron, ensayos de
esporulacion de ooquistes, de viabilidad de esporozoitos y de inhibicion de la invasion
celular fueron los empleados para determinar la actividad anticoccididsica.

5.1.1. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA

Se evalud la actividad antihelmintica in vitro frente al nematodo de pequefios
rumiantes H. contortus de diferentes extractos naturales procedentes de tres plantas
pertenecientes a la flora Canaria, Ruta pinnata (Rp), Ruta graveolens (Rg) y Psoralea
bituminosa (Pb). El estudio incluyd el andlisis de diferentes estados de maduracion de
sus frutos y de compuestos obtenidos a partir de cultivos in vitro de R. pinnata en
distintos medios nutritivos. En todos los casos se emplearon distintos disolventes
durante el proceso de extraccién.

5.1.1.1. Actividad antihelmintica en parte aérea sin fructificar

Para la evaluacion de la actividad antihelmintica in vitro de Ruta pinnata,
Psoralea bituminosa y R. graveolens se utilizaron extractos metandlicos de la parte
aérea de cada una de las plantas. La actividad en si se analizé mediante los ensayos de
eclosion de huevos, desarrollo larvario, pardlisis larvaria y viabilidad de adultos,
determindndose de este modo el efecto ovicida, larvicida y adulticida de cada uno de
ellas.

En la Figura 5 se representan los resultados obtenidos después de realizar los
diferentes ensayos con el extracto metandlico de planta entera de Ruta pinnata. El
ensayo de eclosion de huevos (Fig. 5A) permite valorar, no solo el efecto ovicida del
extracto, sino también la existencia de un efecto larvicida sobre las larvas 1 del
pardsito. El efecto ovicida, que se valoré en base al porcentaje de huevos que no
habian embrionado después de 24 horas de incubacién con el extracto, fue
significativo a una concentracion de 5 mg/ml. A esta concentracion se observé que
practicamente el 100 % de los huevos no habian desarrollado una larva en su interior,
disminuyendo este porcentaje hasta el 50 % en la siguiente concentracion (1,25
mg/ml). El efecto ovicida fue dosis dependiente ya que, a partir de esta concentracion,
la actividad frente a los huevos de H. contortus siguié disminuyendo, no superando el
10 % el numero de huevos no larvados. Aproximadamente, un 45 % de los huevos
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embrionados no llegaron a eclosionar a una concentracién de 0,31 mg/ml, por lo que
se podria asumir una actividad larvicida de extracto sobre las L1 del parasito.
Concentraciones inferiores a la antes sefialada no tuvieron un efecto significativo
sobre huevos ni larvas, ya que los porcentajes de larvas 1 viables (méviles) fueron
similares a los encontrados en las correspondientes diluciones de DMSO utilizadas
como control negativo (datos no mostrados).

El efecto larvicida del extracto fue evaluado mediante dos ensayos mas, por un
lado, valorando la capacidad de inhibir el desarrollo larvario (desde L1 hasta L3) una
vez el huevo ha eclosionado (Fig. 5B) y, por otro lado, determinando la capacidad de
producir paralisis en las L3 del parasito (Fig. 5C). El efecto sobre el desarrollo de las
larvas en las mayores concentraciones de extracto utilizadas (5 y 1,25 mg/ml) fue
estadisticamente significativo (P < 0,001), quedando inhibido el desarrollo en un 100 %
y en un 90 %, respectivamente, en relacién a los controles. A concentracion de 0,31
mg/ml la inhibicién del desarrollo larvario se redujo hasta el 53 % vy, en las siguientes
concentraciones (0,08 y 0,02 mg/ml), la actividad fue similar a los resultados
observados en los correspondientes controles negativos.

Los analisis sobre movilidad larvaria demostraron que los extractos eran activos
a todas las concentraciones ensayadas (Fig. 5C). Asi, el porcentaje de larvas inmdéviles
fue estadisticamente significativo desde 25 mg/ml (P < 0,001) hasta 0,0625 mg/ml (P <
0,01), con reducciones de la movilidad larvaria que oscilaron entre el 95 % y el 30 %,
siguiendo una relacién dosis dependiente. Se estimé que la inhibicion de la movilidad
fue de entorno al 50 % a concentracién de 0,33 mg/ml, concentracién a la cual se
establecid la dosis suficiente para inhibir la movilidad larvaria de la mitad de las larvas
(DL50).

La Figura 5D muestra que el efecto adulticida de Ruta pinnata fue significativo
(P < 0,001) a concentraciones de 12,5 y 5 mg/ml, con porcentajes de mortalidad de
adultos del 100 % y 80 %, respectivamente. A las concentraciones menores ensayadas
el efecto adulticida disminuyd, no observandose diferencias en relacién al control
negativo.
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Figura 5. Estudio de la actividad antihelmintica del extracto metandlico de planta entera de Ruta
pinnata. Ensayo de eclosién de huevos (A), ensayo de desarrollo larvario (B), ensayo de paralisis larvaria
(C) y ensayo de viabilidad de adultos (D). En todos los ensayos se usé DMSO a diferentes
concentraciones como control negativo. Significacidon estadistica: P < 0,001 (***)y P < 0,01 (**); yP<
0,05 (*) para la actividad larvicida y adulticida; P < 0,001 (a), P < 0,01 (b) y P < 0,05 (c) para la actividad
ovicida obtenida en el ensayo de eclosion de huevos.

Los resultados de la evaluacion de la actividad antihelmintica de los extractos
metandlicos de planta entera de P. bituminosa y R. graveolens se encuentran
representados en las Figura 6 y Figura 7, respectivamente.

En general, el efecto antihelmintico de P. bituminosa no fue muy marcado ya
que Unicamente mostrd actividad significativa inhibiendo el desarrollo larvario (Fig.
6B) y sobre los adultos de H. contortus (Fig. 6D). Asi, en la Figura 6A se observa coémo
el porcentaje de huevos no embrionados nunca llegd a ser superior al 10 % en ninguna
de las concentraciones utilizadas en el ensayo. Por el contrario, el porcentaje de
huevos embrionados que no habian eclosionado si estuvo significativamente
incrementado, siendo cercano al 95 % a 5 mg/ml y proximo al 70 % a una
concentracién de 1,25 mg/ml. A partir de esta concentracién, el nimero de huevos

81



RESULTADOS

larvados fue disminuyendo, al tiempo que comenzaron a aparecer una mayor cantidad
de larvas libres, méviles e inmdviles. Ademas, los extractos también provocaron un
incremento, no significativo en este caso, del porcentaje de larvas inmdviles a
concentraciones de entre 1,25 y 0,08 mg/ml. A concentraciones menores (0,02 mg/ml)
el porcentaje de larvas moviles fue similar al encontrado en los controles negativos

El ensayo de desarrollo larvario mostré que el extracto metandlico de planta
entera de P. bituminosa tuvo efecto notable frente las larvas de H. contortus
inhibiendo su transformacion de L1 a L3 de forma significativa incluso a 0,02 mg/ml
(Fig. 6B). Fue a esta concentracién donde Unicamente se observo la presencia de L3;
en el resto de concentraciones utilizadas en el ensayo no se encontré ninguna L3. Estos
resultados contrastan con la actividad de los extractos frente a las larvas de tercer
estado cuando se realizaron los tests de movilidad larvaria (Fig. 6C). En este caso, el
extracto solo mostrd actividad significativa (P < 0,01) frente a las L3 del parasito a
concentraciones de 12,5 mg/ml; a partir de esta concentracion el porcentaje de larvas
inmoviles descendié igualandose al control negativo. Por ultimo, los extractos de P.
bituminosa causaron la muerte de los vermes adultos de H. contortus con porcentajes
de mortalidad que oscilaron entre el 100 % (25 mg/ml) y el 65 %, a una concentracion
final de 0,25 mg/ml (Fig. 6D). Estos porcentajes de mortalidad fueron similares a los
obtenidos por el levamisol, control positivo del ensayo, que presenté una actividad
adulticida del 100 % en todas las concentraciones ensayadas (resultados no
mostrados).

El extracto metandlico de Ruta graveolens mostrd diferente efecto
dependiendo de estadio del parasito que se evalud (Fig. 7). La actividad ovicida varid
desde un 100 % hasta menos del 10 % segun la concentracidn utilizada. En concreto, a
5 mg/ml se inhibid completamente la eclosidon de los huevos, siendo esta actividad
significativa (P < 0,001) y similar al control positivo utilizado en el ensayo
(oxybendazol). A concentracién de 0,31 mg/ml el porcentaje de huevos no
embrionados disminuyé hasta aproximadamente el 20 %, observdndose a dicha
concentracion un porcentaje moderadamente elevado de huevos larvados que aun no
habian eclosionado, por lo que el extracto fue capaz de detener el desarrollo larvario
dentro del huevo. El nimero de larvas mdviles aumentd de forma considerable en las
concentraciones menores de extracto hasta alcanzar el 80 % registrado en los
controles (Fig. 7A).

El efecto del extracto de R. graveolens frente a las larvas de H. contortus
evaluado mediante el ensayo de desarrollo larvario demostré una importante
actividad larvicida, ya que el extracto inhibido en mas de un 80 % el desarrollo de las
larvas en toda las concentraciones utilizadas, siendo de un 100 % en las
concentraciones mayores (Fig. 7B). Sin embargo, esta actividad no fue tan notoria
cuando se valoré el efecto frente a las L3 de H. contortus, pues no se observaron
porcentajes de larvas inméviles superiores al 40 %, ni siquiera a las concentraciones
mayores utilizadas en el ensayo de paralisis larvaria (12,5, 6,25 y 3,125 mg/ml). Aun
asi, se observaron diferencias significativas con respecto al control negativo (P < 0,01).
A partir de 3,125 mg/ml, el porcentaje de larvas inméviles continué disminuyendo
hasta valores cercanos al 20 %, siendo estos resultados similares a los del
correspondiente control negativo (DMSO) (Fig. 7C).
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Figura 6. Estudio de la actividad antihelmintica del extracto metandlico de planta entera de P.
bituminosa. Ensayo de eclosion de huevos (A), ensayo de desarrollo larvario (B), ensayo de paralisis
larvaria (C) y ensayo de viabilidad de adultos (D). En todos los ensayos se usé6 DMSO a diferentes
concentraciones como control negativo. Significacidon estadistica: P < 0,001 (***)y P < 0,01 (**); yP<
0,05 (*) para la actividad larvicida y adulticida; P < 0,001 (a), P < 0,01 (b) y P < 0,05 (c) para la actividad
ovicida obtenida en el ensayo de eclosién de huevos.

Al analizar el efecto adulticida se observé que el extracto de R. graveolens
produjo la muerte de los vermes de forma significativa (P < 0,01) a todas las
concentraciones ensayadas. A 25 mg/ml la mortalidad de los adultos fue de un 100 %,
este porcentaje fue disminuyendo ligeramente en las siguientes concentraciones hasta
el 85 % (0,25 mg/ml) (Fig. 7D).
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Figura 7. Estudio de la actividad antihelmintica del extracto metandlico de planta entera de R.
graveolens. Ensayo de eclosion de huevos (A), ensayo de desarrollo larvario (B), ensayo de paralisis
larvaria (C) y ensayo de viabilidad de adultos (D). En todos los ensayos se usé6 DMSO a diferentes
concentraciones como control negativo. Significacidon estadistica: P < 0,001 (***)y P < 0,01 (**); y P<
0,05 (*) para la actividad larvicida y adulticida; P < 0,001 (a), P < 0,01 (b) y P < 0,05 (c) para la actividad
ovicida obtenida en el ensayo de eclosion de huevos.

5.1.1.2. Actividad antihelmintica de frutos

Los resultados comentados en el apartado anterior muestran que, al valorar en
conjunto los efectos ovicida, larvicida y adulticida, Ruta pinnata tuvo mayor actividad
antihelmintica que las otras dos ensayadas. Por este motivo, se decidié profundizar
mas en el estudio de la actividad antihelmintica de esta planta, considerandose
importante evaluar el efecto larvicida de sus frutos en distintos estados de
maduracion, dado que en otras especies con actividad antihelmintica, es precisamente
en los frutos donde se concentra una mayor cantidad de productos activos. Para ello
se realizo el test de paralisis larvaria utilizando extractos elaborados a partir de frutos
maduros y verdes. Como se redacté de forma mas amplia en el apartado de materiales
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y métodos, en primer lugar se realizd una extraccién con metanol (MeOH) vy, a
continuacion, se llevd a cabo una segunda extraccidn con diferentes disolventes.

5.1.1.2.1. Estudio comparativo mediante EPL en frutos de R. pinnata con diferente
grado de maduracion utilizando distintos disolventes

En la Figura 8 se muestran los resultados del ensayo de paralisis larvaria
después de 24 horas de incubacion del extracto metandlico crudo de frutos maduros
(MeOH FrM Rp). Se observd que el efecto sobre las L3 de H. contortus del extracto era
elevado, disminuyendo la movilidad de las larvas en un 100 % desde concentraciones
de 12,5 mg/ml hasta 3,125 mg/ml. A continuacidén, la actividad disminuyo,
manteniéndose en torno al 50 % entre concentraciones de 0,625 y 0,0625 mg/ml.
Aunque el porcentaje de larvas inmoviles fue menor al 40 % en las menores
concentraciones utilizadas en el ensayo, se siguieron mostrando diferencias
significativas con el control negativo incluso a 0,015 mg/ml, donde la actividad
observada fue 32,84 %. En base a estos resultados, la dosis eficaz inhibitoria 50 se
establecié en 0,1 mg/ml. Esta actividad fue similar a la presentada por el control
positivo (resultados no mostrados) en las distintas concentraciones utilizadas.

B MeOH FrM Rp

%k %k *x % %k %k %%k %k
100 HWDMSO

70

* %k %

8

* %k %

% larvas inmoviles

20
10

12,5 6,25 3,125 0,625 0,0625 0,03125 0,015625

Concentracién (mg/ml)

Figura 8. Ensayo de pardlisis larvaria. Actividad antihelmintica del extracto metandlico elaborado con
frutos maduros de Ruta pinnata (MeOH FrM Rp). Como control negativo se usé6 DMSO y como control
positivo levamisol a diferentes concentraciones. Significacidon estadistica P < 0,001 (***).

La actividad antihelmintica de las fracciones obtenidas a partir del extracto
metandlico crudo y del extracto acuoso de los frutos maduros fue muy variable (Fig. 9).
El extracto acuoso (Aq FrM Rp) (Fig. 9A) presentd una alta actividad larvicida a 25
mg/ml, concentracion a la que el 90 % de larvas 3 eran inmoviles. A partir de esta
concentracion la actividad del extracto fue decreciendo en forma dosis dependiente
hasta una concentracion de 0,0125 mg/ml, donde el porcentaje de larvas inméviles fue
del 47,28 %. En todos los casos se encontraron diferencias significativas (P < 0,001). La
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fraccion hexdnica (MeOH+Hx FrM Rp) también mostré un efecto antihelmintico
estadisticamente significativo (P < 0,001) hasta una concentracion de 0,625 mg/ml,
siendo el porcentaje de larvas inméviles del 100 %. Unicamente, no hubo diferencias
con respecto al control negativo en la menor concentraciéon utilizada en el ensayo
(0,0625 mg/ml) (Fig. 9B). Cuando se utilizé la fraccidon de acetato de etilo (MeOH+Ac
FrM Rp) el mayor porcentaje de larvas inmoéviles que se observé fue del 72,66 % a una
concentracion de 25 mg/ml; a partir de esta concentracion la actividad disminuyé de
una forma dosis dependiente hasta alcanzar el 47 % a concentracion de 0,0625 mg/ml.
En todas las concentraciones se mostraron diferencias con el control negativo (P <
0,001) (Fig. 9C). Al contrario que las fracciones hexanicas y de acetato de etilo, la
fraccion elaborada con cloroformo (MeOH+Cl FrM Rp) no mostrd un efecto larvicida
elevado. En la Figura 9D se observa que dicho extracto sdlo mostré una importante
actividad a 25 mg/ml, concentracion a la que el porcentaje de larvas inmdviles fue
superior al 70 % (P < 0,001). En el resto de concentraciones utilizadas este porcentaje
no superod el 40 %, aunque se encontraron diferencias significativas (P < 0,01) con
respecto al control negativo a concentraciones de 6,25 mg/mly 3,125 mg/ml.

La actividad larvicida de los extractos elaborados a partir de frutos verdes de
Ruta pinnata fue muy variada y se observaron grandes diferencias entre ellos (Fig. 10).
En el extracto acuoso (Ag FrV Rp) el porcentaje de larvas inmoviles fue menor al 40 %
en todas las concentraciones ensayadas, aunque se observaron diferencias
significativas (P < 0,01 y P < 0,05) con el control negativo en algunas de ellas. La DL50
calculada para este extracto fue 0,04 mg/ml, siendo cuatro veces mayor al obtenido
con el mismo tipo de extracto elaborado con frutos maduros.

Por otro lado, las fracciones hexdnica y de acetato de etilo, obtenidas del
extracto metandlico de frutos verdes de Ruta pinnata, mostraron una actividad
antihelmintica similar a las mismas fracciones de frutos maduros. El extracto hexanico
(MeOH+Hx FrV Rp) mostrd una actividad cercana al 100 % a 25 mg/ml, a continuacion
disminuyé ligeramente manteniéndose el porcentaje de larvas inméviles superior al 90
% hasta la concentracion de 3,125 mg/ml. En las siguientes concentraciones (0,625
mg/ml y 0,0625 mg/ml) el efecto volvié a disminuir, pero las diferencias siguieron
siendo significativas con respecto al control negativo (P < 0,001) (Fig. 10B).
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Figura 9. Ensayo de paralisis larvaria. Comparacion de la actividad antihelmintica del extracto acuoso
(Aq FrM Rp) (A) y fracciones del extracto metandlico; fraccién hexanica (MeOH+Hx FrM Rp) (B), fraccién
de acetato de etilo (MeOH+Ac FrM Rp) (C) y cloroformo (MeOH+Cl FrM Rp) (D) elaborado con frutos
maduros de Ruta pinnata. Como control negativo se us6 DMSO y como control positivo levamisol a
diferentes concentraciones. Significacion estadistica P < 0,001 (***)y P < 0,01 (**).

Al igual que el extracto anterior, la fraccion de acetato de etilo de los frutos
verdes (MeOH+Ac FrV Rp) mostrdé una actividad larvicida elevada. El porcentaje de
larvas inmoviles fue superior al 85 % incluso a concentraciones de 0,625 mg/ml (P <
0,001). Solamente a concentracidon de 0,0625 mg/ml de extracto no se encontraron
diferencias significativas con respecto al correspondiente control negativo (Fig. 10C).
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Figura 10. Ensayo de paralisis larvaria. Comparacion de la actividad antihelmintica del extracto acuoso
(Aqg FrV Rp) (A) y fracciones del extracto metandlico; fraccidon hexanica (MeOH+Hx FrV Rp) (B) y fraccion
de acetato de etilo (MeOH+Ac FrV Rp) (C) elaborado con frutos verdes de Ruta pinnata. Como control
negativo se usé DMSO y como control positivo levamisol a diferentes concentraciones. Significacion
estadistica P < 0,001 (***), P< 0,01 (**)y P<0,05 (*).

5.1.1.2.2. Actividad ovicida, larvicida y adulticida de frutos maduros de R. pinnata
mediante EEH, EDL y EVA.

Como se comentd en el apartado anterior, el extracto metandlico elaborado a
partir de frutos maduros de Ruta pinnata presenté una actividad larvicida significativa,
incluso a concentraciones de 0,01 mg/ml. Por este motivo se realizé una evaluacién de
la actividad mas amplia, realizandose ensayos de eclosién de huevos, ensayos de
desarrollo larvario y ensayos de movilidad de adultos con dicho extracto. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 11.

En el ensayo de eclosion de huevos, el extracto presentd una actividad ovicida
del 100 % a concentraciones de 5y 1,25 mg/ml, inhibiendo por completo el desarrollo
de los huevos. Utilizando la siguiente concentracion (0,31 mg/ml), la actividad
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disminuyd al 55 %, siendo en este caso practicamente igual el nimero de huevos no
larvados que el de huevos larvados; ademas, a esta concentracién, todas las larvas que
lograron eclosionar se encontraban inmdéviles. El porcentaje de huevos no
embrionados continud disminuyendo en las siguientes concentraciones, hasta ser
menor del 10 % a las dos Ultimas concentraciones ensayadas. Paralelamente, el
numero de larvas L1 aumentd considerablemente, tanto las inmoviles como las
moviles, siendo la mayoria inmodviles a 0,08 mg/ml, mientras que a concentracion de
0,02 mg/ml la mayor parte de las larvas eran moviles (Fig. 11A). A estas
concentraciones, el patron observado en los correspondientes controles negativos de
DMSO demostraba un predominio de L1 moviles (datos no mostrados), por lo que se
encontraron diferencias significativas en ambos casos (P < 0,001 y P < 0,01,
respectivamente), ademas, el efecto ovicida fue igual (100 %) al control positivo (datos
no mostrados) utilizado en el ensayo en las mayores concentraciones de extracto (5 vy
1,25 mg/ml).
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Figura 11. Estudio de la actividad antihelmintica del extracto metandlico de frutos maduros de R.
pinnata (MeOH FrM Rp). Ensayo de eclosién de huevos (A), ensayo de desarrollo larvario (B) y ensayo de
viabilidad de adultos (C). En todos los ensayos se usé DMSO a diferentes concentraciones como control
negativo. Significacion estadistica: P < 0,001 (***), P < 0,01 (**) y P < 0,05 (*) para la actividad larvicida
y adulticida; P < 0,001 (a), P < 0,01 (b) y P < 0,05 (c) para la actividad ovicida obtenida en el ensayo de
eclosion de huevos.

La actividad larvicida del extracto metandlico de los frutos maduros de Ruta
pinnata no sélo fue destacable inhibiendo la movilidad de las L3 (tal y como se
describié en el apartado anterior), sino que, ademas, inhibié en altos porcentajes el
desarrollo larvario. En la Figura 11B se observa que el extracto ensayado bloqued
totalmente el desarrollo larvario, incluso a concentraciones de 0,31 mg/ml. El efecto
larvicida continué siendo destacado y significativo (P < 0,001) a 0,02 mg/ml,
concentracion a la que el porcentaje de L3 fue menor del 20 %. La actividad
antihelmintica del extracto no sélo fue elevada frente a huevos y larvas sino que
también lo fue frente a los adultos. Asi, en todas las concentraciones utilizadas en el
ensayo de viabilidad de adultos se obtuvo un actividad cercana al 100 %, incluso a
concentraciones de 0,25 mg/ml, siendo las diferencias estadisticamente significativas
con respecto a los controles negativos de DMSO (P < 0,001) (Fig. 11C).
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5.1.1.3. Actividad antihelmintica de cultivos in vitro de Ruta pinnata

En el presente trabajo no sélo se evalué la actividad antihelmintica de extractos
naturales elaborados a partir de las plantas ya mencionadas sino que, ademas, se
utilizaron compuestos obtenidos a partir de cultivos in vitro de material vegetal de
Ruta pinnata, cuya produccién en condiciones de laboratorio podria ser de interés
dado que se trata de una especie protegida. Como se comenté en el apartado de
material y métodos, en primer lugar se realizd una extraccién con metanol de los
diferentes cultivos y, a partir de éstos, una segunda extracciéon con diferentes
disolventes: hexano, acetato de etilo, cloroformo y agua. Todos ellos se analizaron
mediante ensayos de paralisis larvaria (EPL).

5.1.1.3.1. Estudio comparativo mediante EPL de extractos metandlicos obtenidos de
cultivos in vitro de material vegetal de Ruta pinnata en diferentes medios

En la Figura 12 se muestran los resultados obtenidos en los ensayos de paralisis
larvaria realizados con tres compuestos metandlicos cultivados in vitro en diferentes
tipos de medio Murashige-Skoog (MS): el compuesto CM-134 fue cultivado en medio
MSe, el compuesto CM-135 en medio MS6 mas MS3 y, por ultimo, el compuesto CM-
463.1 se cultivé en medio MS6.

El compuesto CM-134 (Fig. 12A) mostré una actividad larvicida dosis
dependiente: A una concentracion de 12,5 mg/ml y después de 24 horas de incubacion
con el extracto, el porcentaje de larvas inmdviles fue del 85 %. A partir de esta
concentracion la actividad disminuyd progresivamente hasta el 30 %, siendo la DL50
igual a 0,26 mg/ml. La actividad del compuesto CM-134 mostré diferencias
significativas (P < 0,001) con respecto al control negativo en todas las concentraciones
ensayadas, a excepcion de 0,0625 mg/ml, concentracion en la ya no existieron
diferencias respecto a la dilucidn correspondiente de DMSO. El compuesto CM-135
mostrd una actividad similar al CM-134. Aunque con una DL50 mayor (0,81 mg/ml), su
actividad siguié también un patrén dosis dependiente que comenzé en el 80 % (12,5
mg/ml) y decrecié gradualmente hasta el 30 % a una concentracion de 0,0625 mg/ml,
mostrando diferencias significativas con el control negativo en todas las
concentraciones analizadas (Fig. 12B). Sin embargo, el compuesto CM-463.1 no mostrd
una actividad tan marcada a las mismas concentraciones, ya que su efecto larvicida no
supero el 30 % en ninguna de ellas, manteniéndose los resultados en valores no mucho
mas elevados que los de los correspondientes controles negativos; aun asi, existieron
diferencias (P < 0,05) entre ambos a concentraciones mayores de 0,12 mg/ml (Fig.
12C).
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Figura 12. Ensayo de pardlisis larvaria. Comparacién de la actividad antihelmintica de extractos
metandlicos obtenidos a partir de cultivos in vitro de material vegetal de R. pinnata en diferentes
medios; compuesto CM-134 (medio MSe) (A), compuesto CM-135 (medios MS6 y MS3) (B) y compuesto
CM-463.1 (medio MS6). Como control negativo se us6 DMSO y como control positivo levamisol a
diferentes concentraciones. Significacion estadistica P < 0,001 (***), P < 0,01 (**)y P < 0,05 (*).

5.1.1.3.2. Estudio comparativo mediante EPL de extractos elaborados a partir de
cultivos in vitro de R. pinnata utilizando distintos disolventes

Ademas de estudiar la actividad larvicida de extractos metandlicos elaborados a
partir de diferentes cultivos in vitro de Ruta pinnata, se realizaron ensayos de pardlisis
larvaria con distintas fracciones del compuesto CM-463.1, preparado inicialmente
mediante extraccion metandlica. Mediante la segunda extraccién se obtuvieron las
siguientes fracciones: fraccion hexanica (CM-466.1), fraccion de cloroformo (CM-
467.1), fraccidn de acetato de etilo (CM-468.1) y fraccidon acuosa (CM-469.1).

Los cuatro extractos mostraron actividad larvicida similar siendo significativa en
tres de ellos, a diferencia de lo descrito anteriormente para compuesto CM-463.1 a
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partir del cual se obtuvieron dichos extractos (Fig. 13). La fraccién hexanica,
compuesto CM-466.1, comenzd disminuyendo la movilidad larvaria en un 70 % a una
concentracion de 3 mg/ml; la segunda concentracion redujo la movilidad hasta un 50
% aproximadamente, estableciéndose la dosis letal 50 en 0,49 mg/ml. Concentraciones
menores a ésta mostraron porcentajes de paralisis larvaria menores del 40 %, aunque
siguid siendo una actividad significativa incluso a 0,006 mg/ml (P < 0,01) (Fig. 13A). El
extracto CM-467.1 no mostrd una actividad tan destacada como la fraccion hexanica,
aun asi redujo la movilidad larvaria en mas del 50 % a 3 mg/ml y del 29,22 % en la
siguiente concentracion (0,6 mg/ml). A partir de esta concentracion, el porcentaje de
larvas inmoviles continué disminuyendo, no siendo significativas las diferencias con
respecto al control negativo en las dos Ultimas concentraciones ensayadas (Fig. 13B).
Las fracciones de acetato de etilo (CM-468.1) y acuosa (CM-469.1) mostraron
actividades similares a la fraccidn hexanica. El porcentaje de larvas inmoviles obtenido
por el compuesto CM-468.1 fue de 72,8 % a una concentracion de 3 mg/ml. El efecto
larvicida comenzd a disminuir progresivamente, de manera dosis dependiente, a partir
de esta concentracion, siendo del 23,46 % en la ultima concentracidn utilizada en el
ensayo (0,006 mg/ml). La actividad de la fraccion de acetato de etilo fue
estadisticamente significativa con respecto al control negativo incluso a la menor
concentracion analizada, con una significacion que oscilé entre P < 0,001 y P < 0,001
(Fig. 13C). Con la fraccion acuosa del extracto metandlico CM-463.1 se obtuvieron
resultados similares al extracto anterior. En este caso, utilizando 3 mg/ml de extracto,
el porcentaje de larvas paralizadas fue del 62,67 % y del 38,18 % a 0,6 mg/ml; a partir
de esta concentracidn, el porcentaje de larvas inméviles se mantuvo en torno al 20-30
%, siendo significativas las diferencias, incluso, a la menor concentracién ensayada (P <
0,05) (Fig. 13D).

93



RESULTADOS

A B
100 - WCM466.1 100 mCM-467.1
a0 | DMSO [+"s) W DMSO
$70 g
:g 60 * k% 3 60 * %k
£ £
> >
5% 5%
X130 | X 30
20 + 20
0 + 0
0,12 0,03 0,00 0,12 0,03 0,006
Concentracién (mg/ml) Concentracién (mg/ml)
D
C
400 W CM-468.1 100 M CM-469.1
0 | = DMSO 90 W DMSO
% * ok ok 80 * %%
* k¥
o 70 g7
% o | e 360
g %k £ * k%
=
c = 50
5 0 ]
g 20 * % E 40
® 30 *x Rz
20 4 20
10 10
0 : r— 0+ v
3 0,6 0,2 0,12 0,03 0,006 3 0,12 003 0O 006
Concentracién (mg/ml) Concentracién (mg/ml)

Figura 13. Ensayo de paralisis larvaria. Comparacion de la actividad antihelmintica de cuatro fracciones
del extracto metandlico CM-463.1, inicialmente obtenido a partir de cultivos in vitro de material vegetal
de R. pinnata; compuesto CM-466.1 (fraccion hexanica) (A), compuesto CM-467.1 (fraccion con
cloroformo) (B), compuesto CM-468.1 (fraccion de acetato de etilo) (C) y compuesto CM-469.1 (fraccidon
acuosa) (D). Como control negativo se us6 DMSO y como control positivo levamisol a diferentes
concentraciones. Significacion estadistica P < 0,001 (***), P < 0,01 (**) y P < 0,05 (*).

5.1.1.3.3. Estudio comparativo mediante EVA de extractos metandlicos obtenidos de
cultivos in vitro de material vegetal de Ruta pinnata en diferentes medios

Los compuestos CM-134 y CM-135 mostraron una alta actividad antihelmintica
produciendo paralisis larvaria en altos porcentajes, incluso a concentraciones de 0,625
mg/ml. En base a estos resultados se procedié a la evaluacion del efecto de ambos
extractos frente a vermes adultos de H. contortus con el objeto de completar el
estudio de su actividad antihelmintica.

Ambos compuestos mostraron una actividad adulticida estadisticamente
significativa (P < 0,001), siendo el porcentaje de adultos no viables superior al 90 % en
todas las concentraciones utilizadas en el ensayo. Estos porcentajes de mortalidad
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fueron elevados incluso a concentraciones tan bajas como 0,0625 mg/ml, situandose la
dosis necesaria para causar la muerte al 50 % de los vermes por debajo de esta
concentracion (Fig. 14). La actividad adulticida de los compuestos in vitro CM-134 y
CM-135 fue igual a la presentada por el levamisol, control positivo del ensayo, en las
diferentes concentraciones utilizadas (resultados no mostrados).
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Figura 14. Ensayo viabilidad de adultos. Comparacién de la actividad antihelmintica de extractos
metandlicos obtenidos a partir de cultivos in vitro de material vegetal de R. pinnata en diferentes
medios; compuesto CM-134 (medio MSe) (A) y compuesto CM-135 (medios MS6 y MS3) (B). Como
control negativo se usé6 DMSO y como control positivo levamisol a diferentes concentraciones.
Significacion estadistica P < 0,001 (***).

5.1.2. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTICOCCIDIOSICA

Al igual que para la determinacién de la actividad antihelmintica, para evaluar
la actividad anticoccididsica se utilizaron una gran variedad de extractos vegetales de
Ruta pinnata, tanto naturales como procedentes de cultivos in vitro de la planta. Del
mismo modo, se realizaron estudios comparativos con las plantas Ruta graveolens y
Psoralea bituminosa. Los ensayos in vitro utilizados para ello fueron: ensayo de
inhibicién de esporulacién, ensayo de viabilidad de esporozoitos y ensayo de inhibicién
de la invasion celular.

5.1.2.1. Ensayo de inhibicion de la esporulacion

Con este ensayo se pretendio evaluar la capacidad de los extractos naturales y
productos in vitro de inhibir la esporulacion de los ooquistes de Eimeria
ninakohlyakimovae y, de esta manera, comprobar si los extractos tenian capacidad de
interferir en el ciclo exdgeno de parasito.
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5.1.2.1.1. Evaluacion de Ila actividad anticoccididsica de diferentes extractos
metanalicos

Al igual que para los ensayos con nematodos, se utilizaron extractos
metandlicos (MeOH) elaborados a partir de las partes aéreas de las tres plantas
pertenecientes a la flora canaria y, ademads, se analizaron frutos en distintos estados
de maduracién de las dos rutaceas. La actividad anticoccididsica se determind tras 24
horas de incubacién con los correspondientes extractos y posterior lavado con agua
destilada.

Los extractos metandlicos de Ruta pinnata (Rp), Psoralea bituminosa (Pb) y
Ruta graveolens (Rg) mostraron actividades similares frente a los ooquistes de E.
ninakohlyakimovae (Fig. 15). En la Figura 15A se muestran los porcentajes de
esporulacion obtenidos en el ensayo con el extracto metandlico de R. pinnata. A una
concentracion de 12,5 mg/ml, el nimero de ooquistes esporulados fue menor del 50
%, aumentando este valor a medida que disminuian las concentraciones, hasta
alcanzar el 69,52 % con la menor concentracién de extracto utilizada (0,0625 mg/ml).
Incluso a esta Ultima concentracion, el porcentaje de esporulacion fue
significativamente menor que en los correspondientes controles negativos (DMSO) (P
< 0,01). Estos resultados fueron practicamente iguales a los obtenidos tanto con el
ensayo realizado con Psoralea bituminosa como con Ruta graveolens. P. bituminosa
mostrd valores de esporulacion cercanos al 55 % a concentraciones de 12,5 vy 6,25
mg/ml; a continuacion, este porcentaje aumentd ligeramente, manteniéndose en
torno al 65 % en las siguientes concentraciones. En todos los casos se obervaron
diferencias significativas (P < 0,001) respecto a los controles negativos (Fig. 15B).
También el caso del extracto metandlico de R. graveolens, el efecto sobre la
esporulacién de los ooquistes siguid una dosis dependiente. Los valores de
esporulacién fueron cercanos al 50 % a las mayores concentraciones y aumentaron
progresivamente hasta el 70 %. En todas las concentraciones ensayadas se
encontraron diferencias significativas con respecto al DMSO (Fig. 15C). La dosis a la
cual el 50 % de los ooquistes no habia esporulado (DL50) fue dos veces menor con los
extactos de R. pinnata que con los procedentes de P. bituminosa y R. graveolens (6,24
mg/ml, 12,075 mg/mly 12, 78 mg/ml, respectivamente).
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Figura 15. Ensayo de inhibicién de la esporulacidn de ooquistes. Se evalué el efecto anticoccidiésico de
los extractos metandlicos elaborados a partir de R. pinnata (A), P. bituminosa (B) y R. graveolens (C) a
diferentes concentraciones. Como control positivo se usé formaldehido al 10% y como control negativo
DMSO a diferentes concentraciones. Significacion estadistica P < 0,001 (***)y P < 0,01 (**).

El efecto de los extractos metandlicos de frutos maduros de R. graveolens
(MeOH FrM Rg) y de R. pinnata (MeOH FrM Rp) sobre la esporulacidon de ooquistes de
E. ninakohlyakimovae se representa en la Figura 16. Los extractos de R. graveolens
produjeron una disminucion moderada de la esporulacién en comparaciéon con el
control negativo, oscilando el porcentaje de ooquistes esporulados entre el 50 y el 70
%, aproximadamente, en todas de las concentraciones estudiadas. Aun asi, existieron
diferencias significativas respecto al control negativo, incluso a la menor concentracién
de extracto utilizada en el ensayo (0,00625 mg/ml) (Fig. 16B). El extracto metandlico
elaborado con frutos maduros de R. pinnata mostré una alta actividad anticoccididsica
mayor a la descrita para Ruta graveolens (Fig. 16A). El porcentaje de ooquistes
esporulados no llegd a sobrepasar el 50 % hasta una concentracién de 0,625 mg/ml,
encontrandose diferencias significativas con respecto al control negativo hasta la
concentracién de 0,0625 mg/ml (P < 0,001). A esta concentracion, el porcentaje de
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ooquistes esporulados no llegd al 60 %, mientras que en todas las concentraciones de
DMSO utilizadas fue superior al 80 %.
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Figura 16. Ensayo de inhibicién de la esporulacidn de ooquistes. Se evalué el efecto anticoccidiésico de
los extractos metandlicos de frutos maduros de R. pinnata (MeOH FrM Rp) (A) y R. graveolens (MeOH
FrM Rg) (B). Como control positivo se usdé formaldehido al 10% y como control negativo DMSO a
diferentes concentraciones. Significacion estadistica P < 0,001 (***)y P < 0,01 (**).

5.1.2.1.2. Actividad anticoccididsica de extractos acuosos de frutos maduros de Ruta
pinnata

El extracto acuoso (Aq FrM Rp) sdlo mostré una capacidad moderada para
inhibir la esporulacion (Fig. 17). Practicamente a todas las concentraciones ensayadas,
el porcentaje de ooquistes esporulados oscilé entre el 65 y 70 %. No obstante,
existieron diferencias significativas (P < 0,01) a determinadas concentraciones de
extracto al comparar con las correspondientes diluciones de DMSO.
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Figura 17. Ensayo de inhibicién de la esporulacidon de ooquistes. Se evalué el efecto anticoccididsico de
extracto acuoso de frutos maduros de R. pinnata (Ag FrM Rp) 24 horas después del lavado. Como
control positivo se usé formaldehido 10% y como control negativo DMSO a diferentes concentraciones.
Significacion estadistica P < 0,01 (**).

5.1.2.1.3. Evaluacién de la actividad anticoccididsica de compuestos elaborados a
partir de cultivos in vitro de Ruta pinnata

Todos los extractos de cultivos in vitro de material vegetal de Ruta pinnata
procedentes de los tres ensayados no mostraron una actividad anticoccididsica
relevante, siendo los resultados obtenidos practicamente iguales al control negativo
utilizado, excepto para la mayor concentracion de extracto utilizada (25 mg/ml). A esta
concentracion, los extractos CM-134 y CM-135 mostraron un porcentaje de ooquistes
esporulados en torno al 70 %, significativamente menor que el encontrado en los
correspondientes controles negativos (P < 0,001y P < 0,01, respectivamente) (Fig. 18A
y Fig. 18B). También se observaron diferencias significativas al comparar el extracto
CM-140 con los controles negativos a concentraciones de 25 mg/ml (65 % de
esporulacién, P < 0,001) y 12,5 mg/ml (83 % esporulacién, P < 0,05). Sin embargo, a
partir de esta concentracion el porcentaje de esporulacién aumentd progresivamente
hasta ser practicamente igual al del control negativo (Fig. 18C).

La dosis eficaz 50 (dosis a la cual el 50 % de los ooquistes estan esporulados)
para los tres extractos in vitro fueron muy elevadas en comparacién con obtenidas
para los extractos naturales: 78,81 mg/ml, 60,83 mg/ml y 48,90 mg/ml para los
extractos CM-134, CM-135 y CM-140, respectivamente.
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Figura 18. Ensayo de inhibicién de la esporulacién de ooquistes. Se evalud la actividad anticoccidiésica
de compuestos elaborados a partir de cultivos in vitro de R. pinnata a diferentes concentraciones
después de 24 horas de incubacidon. CM-134, extracto metandlico elaborado a partir de un cultivo in
vitro en medio nutritivo MSe (A); CM-135, extracto metandlico de un cultivo in vitro de células de Ruta
pinnata en medios nutritivos MS6 y MS3 (B) y CM-140; extracto metandlico elaborado a partir de un
cultivo in vitro de material vegetal de Ruta pinnata (C). Como control positivo se usé formaldehido al
10% y como control negativo DMSO a diferentes concentraciones. Significacion estadistica P <
0,001(***), P< 0,01 (**)y P< 0,05 (*).

5.1.2.1.4. Estudio dosis-dependiente de la actividad anticoccididsica en diferentes
periodos de incubacion

La capacidad del extracto metandlico de frutos maduros de Ruta pinnata
(MeOH FrM Rp) y del compuesto CM-475.3 (fraccidn de acetato de etilo obtenido a de
un compuesto metandlico elaborado a partir de un cultivo in vitro de material vegetal
de Ruta pinnata) para inhibir la esporulacién de ooquistes de E. ninakohlyakimovae se
evalud, en un estudio dosis-dependiente, a distintos periodos de incubacién: 30
minutos, 4 y 24 horas.
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En la Figura 19 se observa como el extracto metandlico aumento su actividad a
medida que aumento el periodo de incubacion desde 30 minutos hasta 24 horas. Tras
30 minutos de incubacion (Fig. 19A), el nUmero de ooquistes esporulados fue similar al
del control negativo en todas las concentraciones utilizadas, excepto a 3 mg/ml,
concentracion a la que se encontraron diferencias significativas (P < 0,01). Cuando el
periodo de incubacion se incrementd hasta 4 horas, las diferencias con respecto al
control negativo se observaron a 3 y 1,5 mg/ml, concentraciones a las que el
porcentaje de ooquistes esporulados fue cercano al 50 %. Sin embargo, a partir de 0,75
mg/ml, los porcentajes de esporulacion fueron similares a los encontrados para las
correspondientes concentraciones de DMSO (Fig. 19B).

Después de 24 horas de incubacion (Fig. 19C), la actividad del extracto
metanodlico de frutos maduros de Ruta pinnata aumentd considerablemente,
alcanzandose porcentajes de ooquistes no esporulados en torno al 80 % a una
concentracion de 3 mg/ml (P < 0,001). Un mismo grado de significacion se encontro,
incluso, a 0,75 mg/ml, concentracion a la que el nimero de ooquistes esporulados no
supero el 40 %. Esta actividad fue comparable a la del formaldehido al 10% utilizado
como control positivo (datos no mostrados). A concentraciones menores no se
observaron diferencias con respecto al control negativo utilizado.

La diferencia de actividad en funcién del tiempo de exposicién de los ooquistes
a los extractos también ser observé al calcular la dosis eficaz. A los 30 minutos de
incubaciéon no fue posible hacer el calculo de la DL50 debido a las caracteristicas de la
curva obtenida; después de 4 horas de exposicion al extracto la dosis necesaria para
provocar la inhibicion del 50 % de los ooquistes fue de 3,644 mg/ml, disminuyendo
hasta 0,88 mg/ml cuando el tiempo de incubacion se extendié hasta las 24 horas.
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Figura 19. Ensayo de inhibicidn de la esporulacidon de ooquistes. Se evalud el efecto dosis dependiente
de la actividad anticoccidiésica del extracto metandlico de frutos maduros de R. pinnata (MeOH FrM Rp)
a diferentes concentraciones tras 30 minutos (A), 4 horas (B) y 24 horas de incubacién (C). Como
control positivo se usd formaldehido al 10% y como control negativo DMSO a diferentes
concentraciones. Significacion estadistica P < 0,001(***)y P < 0,01 (**).

Los resultados obtenidos con el compuesto CM-475.3 se representan en la
Figura 20. Dicho extracto no mostrdé actividad anticoccididsica significativa
practicamente en ninguna de las concentraciones ensayadas y, por tanto, no se
encontraron diferencias de efecto inhibitorio de la esporulacidon entre los distintos
periodos de incubacién. Unicamente se produjo un ligero descenso del nimero de
ooquistes esporulados después de 24 horas de incubacion a 3 mg/ml, concentracién a
la que el porcentaje de ooquistes esporulados fue del 70 % en comparacién con el 85%
encontrado en el correspondiente control negativo; sin embargo, esta disminucién no
fue significativa.
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Figura 20. Ensayo de inhibicidn de la esporulacidn de ooquistes. Se evalué efecto dosis dependiente de
la actividad anticoccidiésica del compuesto CM-475.3 (fraccion de acetato de etilo del extracto
metandlico del cultivo inicial CM-475) a diferentes concentraciones tras 30 minutos (A), 4 horas (B) y 24
horas de incubacién (C). Como control positivo se usé formaldehido al 10% y como control negativo
DMSO a diferentes concentraciones.

5.1.2.2. Ensayo de viabilidad de esporozoitos

Este ensayo permitié evaluar el efecto de los extractos naturales sobre la forma
infectante de E. ninakohlyakimovae y asi frenar el comienzo del ciclo enddgeno. Para
tal fin se evalud la actividad anticoccididsica del extracto metandlico de frutos
maduros de R. pinnata (MeOH FrM Rp). El efecto sobre los esporozoitos de E.
ninakohlyakimovae fue dosis dependiente (DL50: 0,48 mg/ml), tal y como muestra la
Figura 21. Después de 3 horas de incubacién y a concentraciones de 10 y 5 mg/ml se
produjo el 100 % de mortalidad de los esporozoitos, el mismo efecto que produjo la
accion del calor (control positivo). A partir de estas concentraciones, la actividad
anticoccidiésica del extracto disminuyd progresivamente hasta llegar al 20 % de
mortalidad a 0,025 mg/ml, concentracion a la cual no se observd ninguna diferencia
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significativa respecto al control negativo. La actividad de dicho extracto si fue
significativa (P < 0,001) desde 10 mg/ml hasta 0,5 mg/ml, destacando que a 0,625
mg/ml la mortalidad de los esporozoitos fue cercana al 50 % y que incluso a
concentraciones de 0,1 mg/ml se mostraron diferencias significativas (P < 0,01)
respecto al control negativo utilizado.

100 - *** o B MeOH FrM Rp
M DMSO
90 -
80 -
— %k %k %k
X
S 70 -
8 %k %k
g
by 50 .
b %k k %k
-
§ 40 -
s
g 30 - ok x * %
b=
20 -
10
0 - T L = L T T
10 5 2,5 1,125 0,625 0,5 0,1 0,025

Concentracién extracto R. pinnata (mg/ml)

Figura 21. Ensayo de viabilidad de esporozoitos. Se evalud el efecto anticoccididsico del extracto
metandlico de frutos maduros de R. pinnata (MeOH FrM Rp) a diferentes concentraciones tras 3 horas
de incubacién. Como control negativo se empled DMSO. Significacion estadistica P < 0,001 (***)y P <
0,01 (**).

5.1.2.3. Ensayo de inhibicion de la invasion celular

Con este ensayo se pretendid evaluar si los extractos eran capaces de inhibir la
capacidad de los esporozoitos de invadir células cultivadas mediantes sistemas in vitro.
Como en el ensayo anterior, con tal fin se utilizd un extracto metandlico de frutos
maduros de R. pinnata (MeOH FrM Rp). En la Figura 22 se representan el porcentaje
de células invadidas después de 24 horas de incubacidon con esporozoitos tratados
durante 3 horas con diferentes concentraciones de dicho extracto metanélico, DMSO
(control negativo) y sulfadoxina/trimetropin (control positivo).
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Figura 22. Ensayo de inhibicidn de la invasidn celular. Se evalué el efecto anticoccididsico del extracto
metandlico de frutos maduros de R. pinnata a diferentes concentraciones tras 3 horas de incubacion.
Como control negativo se empleé DMSO y como control positivo sufaldoxina/trimetropin a diferentes
concentraciones. Significacién estadistica P < 0,001 (***)y P < 0,05 (*).

El porcentaje de células invadidas fue significativamente menor (P < 0,001) en
los cultivos incubados con esporozoitos tratados, no llegando a superar el 1 % a una
concentracion de extracto de 5 mg/ml (C1) (Fig. 23A). El efecto sobre la capacidad de
invasion de los esporozoitos fue destacado hasta 0,5 mg/ml (C3), concentracion a la
que el porcentaje de células invadidas fue menor del 3 %. A 0,1 mg/ml el nimero de
células invadidas por esporozoitos aumentd hasta valores préximos al 15 %; aun asi,
las diferencias fueron significativas (P < 0,05) (Fig. 23B). Unicamente a 0,01 mg/ml, la
menor concentracién empleada, no se encontraron diferencias respecto al
correspondiente control negativo. La incubaciéon de los esporozoitos, con distintas
concentraciones de sulfadoxina/trimetropin durante el mismo periodo de tiempo sélo
redujo de forma ligera la capacidad de invasion de los mismos; Unicamente a la mayor
concentracién utilizada (10/2 pg/ml) se observd niveles de invasion similares al
extracto y significativamente menores que los del control negativo. Tras esta
concentracion, el porcentaje de células invadidas aumentd hasta mostrar valores
practicamente iguales a los observados para el DMSO (Fig. 22).
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Figura 23. Ensayo de inhibicién de la invasidn celular por esporozoitos de Eimeria ninakohlyakimovae.
Cultivo in vitro de células epiteliales de colon bovino (BCEC). Imagen tomada a 40x después de 24 horas
de incubacién con esporozoitos tratados con 5mg/ml el extracto metandlico de frutos maduros de R.
pinnata (A) y esporozoitos sin tratar (control negativo) (B). Se han sefialado mediante flechas los
esporozoitos que se encuentran en el interior de las células.

5.2. EVALUACION DE LA CITOTOXICIDAD DE LOS EXTRACTOS

Se realizaron ensayos de citotoxicidad en cultivos celulares in vitro tanto en
BCECs como en células VERO utilizando el extracto metandlico de frutos maduros de R.
pinnata con el fin de descartar que la planta pudiera ocasionar dafios en el organismo
vivo.

Los resultados obtenidos en el ensayo de citotoxicidad mostraron que el
extracto utilizado no producia muerte celular significativa en ninguno de los cultivos
celulares. A la mayor concentracion utilizada de extracto (3 mg/ml) se observé una
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intensidad de fluorescencia de 3,34 AU en los cultivos de BCEC (Fig. 24A), siendo este
valor mayor al DMSO. Sin embargo, a las siguientes concentraciones los valores de
intensidad de fluorescencia fueron similares a los correspondientes controles. En el
caso de las VERO no existieron diferencias entre el extracto y el control negativo en
ninguna de las concentraciones utilizadas, oscilando los valores de intensidad de
fluorescencia entre 3,95y 3,41 AU (Fig. 24B).
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Figura 24. Ensayo de citotoxicidad. Se evalud el efecto citotdxico del extracto metandlico de frutos
maduros de R. pinnata a diferentes concentraciones en cultivos in vitro de BCEC (A) y células VERO (B).
Como control negativo se empleé DMSO a diferentes concentraciones.

5.3. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA
MEDIANTE ENSAYOS IN VIVO

Para completar el andlisis de la actividad antiparasitaria de R. pinnata, se
realizd6 un ensayo in vivo con caprinos de 6 meses de edad inoculados
experimentalmente con H. contortus y E. ninakohlyakimovae y que, posteriormente, se
trataron con dos tipos de extractos: extracto metandlico de frutos maduros de Ruta
pinnata (CM-480) y extracto procedente de un cultivo in vitro de la planta (CM-472).

Con el objeto de evaluar la actividad antiparasitaria in vivo de ambos extractos
se monitorizd la sintomatologia que presentaron los diferentes grupos de animales, el
numero de huevos por gramo de heces (HPG), el nimero de ooquistes por gramo de
heces (OPG) y la identificacion de las diferentes especies de Eimeria presentes en las
muestras de heces.

5.3.1. SINTOMATOLOGIA

Para la evaluacion de la sintomatologia se observaron tanto el estado general
del animal (estado corporal, mucosas...) como la consistencia de las heces (Tabla 24).
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Los animales del grupo E (animales no inoculados) fueron tomados como controles de
la experiencia. Estos no mostraron ningun sintoma o cambio en el estado de las heces
durante el ensayo.

Como se observa la Figura 24, los animales pertenecientes al grupo D
(inoculados y no tratados) mostraron una clinica severa durante toda la experiencia. En
la mayoria de ellos se produjo una disminucién del peso corporal y algunos
presentaban, incluso, edema submandibular. Ademas, las mucosas, tanto la bucal
como la conjuntival, presentaban una coloracion blanquecina, debido a la anemia
provocada por la accion hematofaga de H. contortus. Todos animales presentaron un
cuadro diarreico con heces liquidas verde amarillentas que, en ocasiones, tenian un
tinte sanguinolento o estaban acompafiadas de restos de la mucosa intestinal.

Figura 24. Estado general de los animales pertenecientes al grupo D (animales inoculados y no tratados).

En la primera fase de la experiencia, los animales del grupo C (inoculados y
tratados con antiparasitarios comerciales) presentaron cuadros diarreicos graves y un
gran deterioro de la condicidn corporal, llegando a morir algunos animales. Después
del tratamiento con ivermectina y diclazuril remitieron todos los sintomas, los
animales comenzaron a recuperarse y desaparecieron las diarreas pocos dias después.
En general, los animales del grupo A (animales inoculados y tratados con el extracto
metanodlico de frutos maduros de Ruta pinnata) presentaron una clinica entre
moderada y grave, con diarreas al comienzo de la experiencia que desaparecieron
después del tratamiento. Una situacion clinica similar se observd en los animales
pertenecientes al grupo B (animales inoculados y tratados con el extracto CM-472). Las
diarreas con tinte sanguinolento se intercalaron con la presencia de hemorragicas con
heces pastosas durante la primera fase del experimento vy al final del experimento la
mayoria de los animales recuperaron su estado corporal y los sintomas desaparecieron
por completo. Los signos clinicos mostrados en los grupos A y B fueron los propios de
una infeccion por nematodos y coccidios, no observandose en ninguno de los animales
sintomas compatibles con intoxicacién debida a la administracion de los extractos.
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GRUPOS
DIiAS POST-INFECCION | GRUPOA | GRUPOB | GRUPOC | GRUPOD | GRUPOE

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

Tabla 24. Caracteristicas de la diarrea en los diferentes grupos experimentales: animales inoculados y
tratados con el extracto metandlico de frutos maduros de R. pinnata (A); animales inoculados y tratados
con el extracto CM-472 (B); animales inoculados y tratados con ivermectina y diclazuril (C); animales
inoculados y no tratados (D); animales no inoculados (E). La evaluacion de la diarrea se determind
utilizando el siguiente criterio:

Heces normales, sin manchas
Manchas diarreicas secas
Manchas diarreicas hiumedas
Diarrea en extremidades

Diarrea fluida, acuosa o sanguinolenta

5.3.2. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA

En la Figura 25 se muestran los recuentos de huevos por gramos de heces
(HPG) de los diferentes grupos experimentales a partir del dia 28 postinfeccién (p.i.).
Se observd que los animales pertenecientes al grupo D (Fig. 25D), animales infectados
y no tratados, presentaron recuentos de aproximadamente 3800 HPG en el dia 28. En
los dias siguientes, y hasta el dia 38 p.i., el nUmero de huevos eliminados aumenté
hasta recuentos superiores a 10000 HPG. Al igual que en el caso anterior, los animales
del grupo C mostraron alrededor de 4000 HPG el dia 28 y este valor aumentd hasta el
dia 32, llegando a ser los recuentos de HPG cercanos a 5000. El numero de huevos
comenzdé a disminuir dos dias después del tratamiento con ivermectina (dia 31
después de la infeccidn) hasta llegar a 0 el dia 36 (Fig. 25C). En los grupos A y B (Fig.
25A y Fig. 25B) la eliminacion de huevos siguié una tendencia similar, aunque se
diferenciaron en el HPG, que fue mayor en los animales pertenecientes al grupo A. En
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ambos grupos se observd un maximo de eliminacién de huevos el dia 31, que coincidio
con el dia del tratamiento con los extractos. Después de la administracién de los
extractos, el HPG disminuyé drasticamente hasta mantenerse practicamente
constante entre 1000 y 2000 huevos por gramo de heces hasta el final de la
experiencia.
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Figura 25. Recuento de huevos por gramo de heces (HPG) en los diferentes grupos experimentales:
animales inoculados y tratados con el extracto metandlico de frutos maduros de R. pinnata (A);
animales inoculados y tratados con el extracto CM-472 (B); animales inoculados y tratados con
ivermectina y diclazuril (C) y animales inoculados y no tratados (D). Las flechas indican el momento del
tratamiento.

A continuacion se muestran las diferencias entre los recuentos de huevos por
gramo de heces antes y después del tratamiento. Estos valores fueron calculados como
las medias de los cuatro dias antes y siete dias después de la administracion del
tratamiento. Las diferencias entre los recuentos antes y después del tratamiento con
ivermectina fueron significativas (P < 0,001). Tal y como puede apreciarse en la Figura
26C, el tratamiento redujo el nimero de huevos desde 4500 hasta aproximadamente
1000. Por su parte, el extracto metandlico de fruto maduro de Ruta pinnata (grupo A)
redujo los recuentos desde 6000 hasta 2500, también de forma significativa (P < 0,003)
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(Fig. 26A). Sin embargo, estas diferencias no se encontraron al comparar los recuentos
de huevos por gramo de heces en el grupo B antes y después del tratamiento. En este
caso, la disminucién del nimero de huevos no fue tan destacada, a pesar de que los
recuentos medios tras el tratamiento también estuvieron préximos a 1000 (Fig. 26B).
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Figura 26. Recuento medio HPG antes y después del tratamiento en los grupos experimentales A
(animales inoculados y tratados con el extracto metandlico de frutos maduros de R. pinnata) (A), B
(animales inoculados y tratados con el extracto CM-472) (B) y C (animales inoculados y tratados con
ivermectina y diclazuril) (C). Significacion estadistica P < 0,001(***) y P < 0,003 (**).

5.3.3. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTICOCCIDIOSICA

Para evaluar la actividad anticoccididsica de los extractos in vivo se realizaron
recuentos de ooquistes por gramos de heces (OPG) desde los dias 14 y 24 después de
la infeccion con Eimeria ninakohlyakimovae.
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El nimero de ooquistes que eliminaron los animales de grupo E (controles no
infectados) se mantuvo en valores cercanos a 4300 OPG durante toda la experiencia
(Fig. 27A). Este recuento correspondié a la poblacién natural de ooquistes que
presentaban los animales en la granja, por lo que este valor se consideré el control
respecto a los recuentos en los demads grupos. El resto de grupos, todos ellos
inoculados, mostraron recuentos mas altos que el grupo control, pero con diferencias
entre ellos. En la poblacion de coccidios propia de la granja donde se realizé el
experimento pudo constatarse que las especies mayoritarias eran E. arloingi y E.
christenseni (Fig. 27B), siendo su frecuencia elevada durante practicamente todo el
experimento. El resto de especies que se encontraron fueron E. alijevi, E.
ninakohlyakimovae y E. caprina, entre otras, pero su porcentaje no superd el 20 % en
ninguno de los casos.
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Figura 27. Recuento de ooquistes por gramo de heces (A) y especiacion (B) correspondientes al grupo E

(animales no inoculados ni tratados).

Los animales que fueron inoculados y no tratados (grupo D) llegaron a eliminar
hasta 17000 OPG desde el dia 14 hasta el dia 19 postinfeccion (p.i.). A partir de este
dia, el nivel de ooquistes disminuyé de forma natural y se mantuvo entre 3000 y 4000
OPG hasta que finalizd el experimento (Fig. 28A). Al igual que en el grupo control, las
especies de Eimeria predominantes fueron E. arloingi y E. christenseni. Sin embargo,
en este grupo se produjo un aumento del recuento de Eimeria ninakohlyakimovae con
un pico de eliminacion de ooquistes entre los dias 15 y 16 p.i. El porcentaje de
ooquistes de esta especie se mantuvo elevado hasta el dia 19 p.i. y, a partir de ese
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momento los recuentos disminuyeron hasta los valores encontrados en el grupo
control (Fig. 28B).
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Figura 28. Recuento de ooquistes por gramo de heces (A) y especiacion (B) correspondientes al grupo D
(animales inoculados y no tratados).

Los recuentos de ooquistes en el grupo C (animales inoculados y tratados con
diclazuril) se mantuvieron elevados hasta el dia 22 p.i., con valores maximos cercanos
a los 83000 ooquistes por gramo de heces. Tras el tratamiento con el anticoccididsico
comercial en el dia 17 p.i. se produjo una disminucion de los recuentos de OPG, desde
224000 ooquistes hasta 3751 (dia 18 postinfeccion); a partir de aqui el niumero de
ooquistes se mantuvo relativamente estable hasta el dia 22 p.i., registrandose
recuentos negativos en los dos dias siguientes (Fig. 29A).
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La especies encontradas en el Grupo C fueron en su mayoria E. arloingi y E.
christenseni en porcentajes que rondaron el 60 % y el 40 %, respectivamente, durante
toda la experiencia. Estos porcentajes variaron Unicamente entre los dias 14 y 16 p.i.,
coincidiendo con el pico de eliminacién de ooquistes de E. ninakohlyakimovae. Los
valores maximos de OPG para esta especie se registraron el dia 15 p.i., llegando a ser
su porcentaje relativo superior al 90 %. A partir de este dia la poblacion de coccidios
volvid a restablecerse hasta el dia 22 postinfeccidon, donde el recuento fue 0 debido a
la administracion del diclazuril (Fig. 29B).
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Figura 29. Recuento de ooquistes por gramo de heces (A) y especiacion (B) correspondientes al grupo C
(animales inoculados y tratados con diclazuril).
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En la Figura 30 se muestran los resultados obtenidos de la evaluacién de la
actividad anticoccididsica in vivo del grupo A, constituido por animales que fueron
inoculados con Eimeria ninakohlyakimovae y tratados el dia 17 p.i. con el extracto
metandlico de frutos maduros de Ruta pinnata. El recuento de ooquistes aumenté de
2208 a 259333 del dia 14 al 15 p.i., a continuacion descendio ligeramente hasta el dia
17Pi, dia del tratamiento con el extracto natural. Después de la administracién del
extracto los recuentos de OPG siguieron disminuyendo y se mantuvieron en torno a
8000 ooquistes por gramo de heces hasta el final de |la experiencia (Fig. 30A). Los
resultados de la especiacion demostrd que en los animales pertenecientes a este
grupo la especie mayoritaria se correspondia con E. arloingi. Como en otros grupos
infectados, la alta presentacion de dicha especie disminuyd entre los dias 15 y 17
postinfeccion coincidiendo con el pico de eliminacion de ooquistes de Eimeria
ninakohlyakimovae. El resto de especies encontradas no superaron el 30 %, entre ellas
E. christenseniy E. alijevi.
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Figura 30. Recuento de ooquistes por gramo de heces (A) y especiacién (B) correspondientes al grupo A
(animales inoculados y tratados con el extracto metandlico de frutos maduros de Ruta pinnata.

El nimero de ooquistes se mantuvo relativamente constante durante todo el
experimento en el grupo B (animales inoculados y tratados con el extracto CM-472). En
la Figura 31A se observa que los recuentos se mantuvieron en 60000 ooquistes por
gramo de heces, incluso después del tratamiento con el extracto. Los porcentajes de
especies reconocidas en el Grupo B fueron similares a los del Grupo A. La especie
predominante fue, durante todo el periodo de experimentacion, E. arloingi. Sélo se
observaron menores porcentajes para esta especie en los dias donde se produjo el
pico de eliminacion de ooquistes de E. ninakohlyakimovae llegando a ser dicho pico
superior al 90 % el dia 15 p.i. En el resto de especies diferenciadas la frecuencia de
presentacion oscild entre 25 % (E. crhistenseni) y 6 % (E. alijeviy E. caprina) (Fig. 31B).
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Figura 31. Recuento de ooquistes por gramo de heces (A) y especiacién (B) correspondientes al grupo B
(animales inoculados y tratados con el compuesto metandlico in vitro CM-472).
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En el presente trabajo se han realizado ensayos in vitro e in vivo para
determinar la actividad antihelmintica y anticoccidiésica de un gran numero de
extractos elaborados a partir de plantas pertenecientes a la flora canaria como Ruta
pinnata, Psoralea bituminosa y Ruta graveolens. A partir de los resultados obtenidos,
también se analizaron estos efectos de extractos procedentes de cultivos in vitro de
material vegetal de Ruta pinnata en distintos medios nutritivos. Constituye el primer
trabajo en el cual se han utilizado derivados de las rutaceas propias de la flora canaria
para evaluar sus posibles propiedades antiparasitarias frente a nematodos y coccidios
gue afectan al ganado caprino. Otros autores también han llevado a cabo estudios
comparativos con diferentes familias en los cuales se demuestra que ciertas especies
pertenecientes a la familia Rutaceae, como Ruta graveolens, poseen propiedades
antiparasitarias que son frecuentemente utilizadas en la medicina tradicional en el
centro de Italia (Guarrera, 1999).

Los datos obtenidos de los diferentes ensayos in vitro, realizados tanto con el
nematodo de pequefios rumiantes Haemonchus contortus como con el coccidio
Eimeria ninakohlyakimovae, demuestran que varios de los extractos utilizados
muestran una marcada actividad antiparasitaria, destacando el extracto metandlico
elaborado a partir de frutos maduros de Ruta pinnata. Dicho extracto presenta una
alta actividad, no sélo frente a todos los estados parasitarios de H. contortus, sino
también frente a diferentes fases del ciclo bioldgico del coccidio investigado en este
estudio. La utilizaciéon de este mismo extracto, en los ensayos in vivo derivd en una
disminucion de los recuentos fecales de huevos del nematodo en los animales
tratados, pero su efecto no fue tan patente al analizar la actividad anticoccididsica.

Otros extractos utilizados en el estudio también mostraron una elevada
actividad antiparasitaria, aunque no tan marcada como el anterior. Asi, en los
extractos metandlicos elaborados a partir de plantas enteras de R. graveolens y P.
bituminosa se observé que presentaban diferentes niveles de actividad antihelmintica,
aunque, en general su efecto, no fue tan marcado como el que mostrd el extracto
homoélogo de Ruta pinnata. De igual forma, la actividad anticoccididsica frente a E.
ninakohlyakimovae fue mayor en R. pinnata que en las otras dos plantas.

Los resultados obtenidos con los extractos elaborados con distintos disolventes,
asi como los elaborados a partir de frutos de Ruta pinnata con distinto grado de
maduracion, fueron variables, destacando la actividad antihelmintica mostrada por la
fraccion hexanica de extractos metandlicos. El efecto antihelmintico de los extractos
también varié en funcion del tipo de cultivo in vitro de material vegetal de Ruta
pinnata empleado. Por ejemplo, los compuestos CM-134 y CM-135 mostraron una
importante actividad antihelmintica, dosis dependiente, tanto frente a larvas como
adultos de H. contortus, mientras que las fracciones analizadas del compuesto CM-
463.1 sblo mostraron una alta actividad frente a las formas larvarias de este
nematodo. A diferencia de lo observado en los ensayos realizados con nematodos, la
actividad anticoccididsica de los extractos obtenidos a partir de cultivos in vitro de R.
pinnata no fue tan significativa. Con ninguno de ellos se obtuvo un resultado similar al
encontrado en los extractos naturales utilizados en los ensayos in vitro con el coccidio
ensayado.
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Todos estos resultados se discutirdn con mas detalle a continuacién. En primer
lugar se analizaran por separado los resultados de los ensayos realizados in vitro con
nematodos y coccidios y, a continuacion, los correspondientes a la experiencia in vivo.

6.1 ENSAYOS IN VITRO
6.1.1. ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA

La actividad antihelmintica de los diferentes extractos fue evaluada mediante
ensayos in vitro donde se utilizaron distintos estadios del nematodo de pequenos
rumiantes Haemonchus contortus. Los resultados de los diferentes ensayos (ensayo de
eclosién de huevos, desarrollo larvario, pardlisis larvaria y viabilidad de adultos)
demuestran que los extractos metandlicos de las partes aéreas de las tres plantas
seleccionadas poseen, en general, de moderada a alta actividad antihelmintica. El
hecho de que muchos de los extractos analizados tuvieran efecto, tanto frente huevos,
como frente a larvas y adultos del parasito, se considera de gran transcendencia ya
que su empleo con fines profilacticos o terapéuticos podria interferir en las diferentes
fases del ciclo bioldgico del parasito.

Ruta pinnata mostré una actividad ovicida elevada a concentraciones de 5
mg/ml, con una inhibicion de la eclosién de los huevos del 95 %, disminuyendo la
actividad de forma dosis dependiente a concentraciones menores. Estos resultados
fueron similares a los obtenidos en el ensayo homdlogo realizado con el extracto
metanolico de Ruta graveolens, en el que se observé que el porcentaje de huevos no
larvados estaba proximo al 90 % a una concentracion de 1,25 mg/ml; de igual forma, el
efecto del extracto disminuyd de forma dosis dependiente. Por el contrario, no se
observé actividad ovicida al emplear el extracto homodlogo elaborado con partes
aéreas de Psoralea bituminosa, no superandose mas alld del 10 % el porcentaje de
huevos no embrionados con ninguna de las concentraciones utilizadas. Numerosos
estudios también han valorado la actividad ovicida de diferentes compuestos vegetales
frente a los huevos de H. contortus, con resultados similares a los encontrados en el
presente trabajo. Asi, un ensayo realizado por Macedo et al. (2012) con extractos
elaborados a partir de diferentes plantas pertenecientes a la flora brasilefia y utilizadas
comunmente en la medicina tradicional de pais mostrd, que Mentha villosa y Tagetes
minuta poseen efecto ovicida frente a los huevos de H. contortus, inhibiendo su
eclosion en un 97,6 y un 96,8 % respectivamente a una concentracién de 2,5 mg/ml.
Por otro lado, en un estudio donde se analizaron diferentes plantas usadas
frecuentemente como terapia natural en Sudafrica, tres de ellas (Heteromorpha
trifoliata, Leucosidea sericea y Maesa lanceolata) presentaron una importante
actividad ovicida (Adamu et al., 2013). También se ha observado que los extractos
elaborados a partir de Mentha piperita, Lippia sdoides y Piper tuberculatum mostraban
una actividad ovicida similar al albendazol, farmaco empleado como control positivo
del ensayo; por el contrario, los autores no pudieron demostrar ningun efecto
antihelmintico cuando utilizaron la planta Carapa guianensis (Carvalho et al., 2012).
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Dentro del orden Strongylida, al cual pertenece H. contortus, lo habitual es que
en el ciclo exdgeno de H. contortus los huevos no embrionados liberados con las heces
del hospedador desarrollen en el medio una larva de primer estado en su interior (L1),
la cual, tras la eclosidn, evoluciona posteriormente a los estados de L2 y L3, siendo esta
ultima larva el elemento infectante (Urquhart et al., 2001). La capacidad de los
extractos para detener la evolucién de los huevos se considera, por tanto, de gran
interés, ya que permitiria cortar el ciclo exdgeno del parasito y con ello reducir las
posibilidades de contagio de otros animales a partir de las larvas 3 del pasto.

Puesto que, tal y como se ha comentado anteriormente, el ciclo evolutivo de
H. contortus incluye diferentes estados larvarios, aparte del estudio de la actividad
ovicida de los extractos, se llevd a cabo una evaluacion del efecto larvicida de los
mismos. Para ello se realizaron dos tipos de analisis: el ensayo de desarrollo larvario y
el ensayo de movilidad larvaria, el primero de ellos para evaluar la actividad sobre los
estados larvarios L1 y L2 y el segundo para valorar el efecto de los extractos sobre las
L3 infectantes.

El efecto sobre la evolucion de las larvas de H. contortus de R. pinnata fue del
100 % cuando se utilizé la mayor concentracién; esta actividad fue disminuyendo a
medida que lo hicieron las concentraciones. Aunque la inhibicion del desarrollo
larvario obtenida no pueda, a priori, considerarse elevada, la DL50 (0,075 mg/ml) del
extracto metandlico de R. pinnata fue menor que la encontrada en otros estudios
realizados con diferentes plantas, como Heteromorpha trifolia (DL50 0,64 mg/ml)
(Adamu et al., 2013). El efecto sobre el desarrollo larvario se observé en todas las
concentraciones cuando el ensayo se realizd con el extracto metandlico de R.
graveolens, llegando a ser estadisticamente significativo hasta 0,02 mg/ml,
concentracion a la que el nimero de L3 viables fue menor al 20 %. El efecto larvicida
de esta otra rutdcea fue, por tanto, destacado. El resultado obtenido en esta prueba
con P. bituminosa demostré que la planta era capaz de inhibir el desarrollo larvario en
un 100% hasta una concentracion de 0,08 mg/ml y cercano al 90 % a 0,02 mg/ml. En
base a estos resultados, se podria considerar que el extracto metandlico de P.
bituminosa posee mayor actividad larvicida que las especies de Ruta. Sin embargo,
durante la realizacion del ensayo con esta planta se produjo un crecimiento bacteriano
en todas las placas utilizadas, por lo que no se podria afirmar que la alta actividad
antihelmintica encontrada fuese debida al extracto en si. Se desconoce el porqué de
este sobrecrecimiento bacteriano, ya que todos los extractos utilizados fueron
elaborados de la misma forma. No obstante, puesto que P. bituminosa es comunmente
utilizada como forraje para el ganado debido a su alto valor nutritivo, no seria
descartable que los extractos de la planta pudieran haber constituido un estimulante
del crecimiento de las bacterias ya existentes en el filtrado de huevos.

A parte del efecto ovicida y larvicida, es importante resefar la actividad que
presentaron los extractos de plantas enteras como adulticida, considerandose el
efecto mas destacado, ya que, a bajas concentraciones, todos ellos produjeron altos
porcentajes de mortalidad de los vermes. Asi, los porcentajes de disminucion de la
viabilidad de los adultos fueron superiores al 50 % a una concentracion de 0,25 mg/ml
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después de 24 horas de incubacién con P. bituminosa y R. graveolens, siendo menor la
actividad adulticida de R. pinnata, la cual mostré un efecto vermicida superior al 80 %
a una concentracién de 5 mg/ml. Aparentemente, segln los resultados obtenidos en
los ensayos de viabilidad de adultos, se podria considerar que los extractos
metandlicos de R. graveolens y P. bituminosa presentaron mayor actividad adulticida
que el mismo extracto de R. pinnata. Sin embargo, estos resultados han de
interpretarse con precaucién ya que en los ensayos realizados con las dos primeras
plantas se obtuvieron valores de mortalidad elevados (superiores al 30 %) en todas las
concentraciones utilizadas en el control negativo (DMSO), por lo que parte de los
porcentajes de la mortalidad mostrada por los extractos de R. graveolens y P.
bituminosa podria haber sido debida a la muerte natural de los vermes y no al efecto
del extracto en si.

Al igual que en el presente estudio, también se ha demostrado actividad
adulticida frente a H. contortus utilizando otras plantas. Por ejemplo, los extractos
acuoso y etandlico de Artemisia absithium, produjeron la muerte de los vermes en un
elevado porcentaje, 73,6 y 94,7 % respectivamente (Tariq et al., 2009). De igual forma,
los extractos de Swertia chirata (lqbal et al., 2006), asi como los de Chenopodium
album y Caesalpinia crista, también se ha demostrado que presentan una importante
actividad vermicida, siendo capaces de provocar la muerte de los adultos en altos
porcentajes (Jabbar et al., 2007). Comparando los resultados obtenidos en estos
estudios con la actividad adulticida presentada por el extracto de R. pinnata a iguales
concentraciones (25 mg/ml, por ejemplo), la actividad de la ruta fue
considerablemente mayor; en concreto, a dicha concentracién se obtuvo una
mortalidad de adultos del 100 %. Tampoco los extractos de otras plantas mostraron
una actividad adulticida tan alta frente a los vermes adultos de H. contortus como Ruta
pinnata. Asi, los extractos metandlico y dihiclorometano elaborados con semillas de
Curcubita moschata, a la cual se le atribuye un potente efecto tenicida, mostraron un
efecto adulticida que no llegd a superar el 59,2 % tras 24 horas de incubacién a la
mayor concentracion utilizada (Marie-Magdeleine et al., 2009). Incluso menor (46 %)
fue el porcentaje de mortalidad de adultos inducido por el extracto de diclorometano
de hojas de Musa parasidiaca (Marie-Magdeleine et al., 2014).

Analizando los resultados de los ensayos comentados anteriormente, se puede
observar que existen diferencias en la actividad de los extractos en funcidn del estado
parasitario utilizado. De acuerdo con esto, los resultados publicados por Carvalho et
al. (2012), donde se evalud la actividad antihelmintica de diferentes plantas frente a H.
contortus, demostraron que los extractos de Hura crepitans inhibian completamente el
desarrollo de las L1 hasta L3, mientras que el efecto ovicida no superd el 16,84 % a
concentraciones similares. De igual forma, en el presente trabajo, los extractos de P.
bituminosa y R. graveolens no presentaron una actividad larvicida destacada frente a
las L3, segin demostraron los resultados del ensayo de movilidad larvaria, y su
actividad ovicida fue baja y moderada, respectivamente, sin embargo, ambas plantas si
inhibieron en un elevado porcentaje el desarrollo larvario. Por el contrario, el extracto
metandlico de R. pinnata presentd porcentajes de paralisis larvaria superiores al 50 %
con concentraciones de 0,625 mg/ml, siendo esta actividad significativa hasta 0,0625
mg/ml, mientras el efecto sobre el desarrollo larvario no fue tan destacado.
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Finalmente, los extractos metandlicos y acuosos de tallo de Musa paradisiaca
empleados por Marie-Magdeleine et al. (2014), los cuales no tuvieron ningun efecto
sobre la eclosion de los huevos y una actividad adulticida moderada, si mostraron una
actividad larvicida destacada, con porcentajes de inhibicién del desarrollo larvario
practicamente iguales a los mostrados por el control positivo.

En su conjunto, la evaluacién de los resultados de la actividad antihelminticas
de las tres plantas demuestran que los extractos de la planta entera de R. pinnata
podrian considerarse como los de mayor actividad, pues no sélo presentan una alta
actividad ovicida y larvicida importante (en particular en lo referente a las L3
infectantes) sino que, ademas, disminuyen la viabilidad de los vermes adultos de H.
contortus. Por tanto, la planta podria emplearse tanto para reducir la carga infectante
en el medio como para abortar infecciones. Una importante actividad larvicida
también se ha demostrado en compuestos procedentes de otras plantas, como los
flavonoides procedentes de Struthida argéntea, cuya actividad larvicida llegd a ser de
un 90 % a muy bajas concentraciones (Ayers et al., 2008). Igualmente, otros autores
han demostrado un importante efecto frente a larvas de H. contortus de plantas como
Curcubia moschata, capaz de paralizar a las L3 hasta en un 90 % (Marie-Magdeleine et
al., 2009) o Spigelia athelmia Linn, con actividad larvicida del 80 % (Assis et al., 2003).
Por ultimo, en un estudio reciente donde se utilizd el ensayo de migracién larvaria para
evaluar el efecto del aceite esencial de Artemisia lacea frente a las L3 de H. contortus,
se observé una actividad antihelmintica significativa, con disminuciones de la
movilidad larvaria de hasta el 77 % (Zhu et al., 2013).

En base a la mayor actividad antihelmintica frente a H. contortus encontrada en
el extracto metandlico elaborado a partir de R. pinnata en el primer screening
realizado con las tres plantas, se disefid un estudio mas profundo para analizar las
propiedades antiparasitarias de este endemismo canario. Para ello, se realizaron
diferentes ensayos in vitro con distintas partes de la planta, concretamente con frutos,
tanto maduros como verdes, utilizando, ademads, distintos disolventes para la
elaboracién de extractos. En dichos ensayos se empled el test de movilidad larvaria
para la evaluacidn de la actividad larvicida frente a las L3 de H. contortus.

A partir de los frutos maduros de R. pinnata se elaboraron un extracto acuoso y
uno metandlico, a partir de los cuales ser realizd una segunda extraccion con
diferentes disolventes, obteniéndose de esta forma un total de cuatro fracciones.
Mediante el mismo procedimiento se elaboraron los extractos de frutos verdes,
aungque no se utilizd el extracto metandlico crudo en los ensayos por falta de
disponibilidad. De todos los extractos ensayados, destacd la actividad larvicida del
extracto metandlico de frutos maduros, observandose que fue capaz de inhibir la
movilidad larvaria significativamente, incluso a una concentracion de 0,015 mg/ml.
Este resultado fue similar al obtenido con el extracto acuoso, que también mostré
diferencias significativas con el control negativo a la menor concentracién utilizada
(0,0125 mg/ml). A diferencia de estos, la actividad larvicida mostrada por el extracto
acuoso elaborado a partir de frutos verdes fue mucho menor, no superando nunca el
porcentaje de paralisis larvaria el 40 % en ninguna de las concentraciones utilizadas.
Los resultados muestran, claramente, que el estado de maduracion de los frutos de R.
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pinnata influye en la actividad antihelmintica de los extractos siendo, en este caso,
mayor la actividad en aquellos que fueron elaborados con frutos maduros. Estas
diferencias también se observaron al comparar un mismo extracto, pero procedentes
de distintas partes de la planta. Asi, el extracto metandlico de frutos maduros de R.
pinnata presentd mayor actividad larvicida que el mismo extracto de planta entera a
iguales concentraciones. Por tanto, el fruto maduro de R. pinnata presentaria mayor
actividad larvicida, no sélo en comparaciéon con los frutos verdes, sino también con
respecto a la planta entera en si. Esta diferencia se puede apreciar mas claramente al
comparar los datos de DL50, que fue de 0,1 mg/ml para extracto metandlico de frutos
maduros y tres veces superior (0,3 mg/ml) para el extracto metandlico de planta
entera. Las diferencias de actividad entre las distintas partes de una misma planta
frente a larvas de H. contortus se ha observado también en otras especies vegetales,
como Maesa lanceolata. Esta planta, usada tradicionalmente en diferentes paises
africanos como vermifugo, tenicida y ascaricida, ha demostrado tener una potente
actividad larvicida in vitro, especialmente cuando se emplean extractos elaborados a
partir de sus frutos, siendo la actividad mucho menor cuando se utilizan hojas en la
fabricacion de los extractos (Tadesse et al., 2009). Por el contrario, en el caso de Melia
azedarach, los extractos de hojas presentaron mayores porcentajes de actividad
larvicida que las semillas, mostrando una DL50 igual a 9,18 mg/ml (Maciel et al., 2006).

En los estudios realizados por Maciel et al. (2006) y Tadesse et al. (2009) no
solo se evaluaron las diferencias de actividad de las distintas partes de una misma
planta, sino que también se valord la influencia del tipo de disolvente empleado en la
elaboraciéon de los extractos. Los resultados de ambos estudios mostraron que el
extracto hydro-alcohdlico de M. lanceolata y el extracto etandlico de M. azedarach
presentan mayor actividad antihelmintica que los extractos acuosos y hexanicos de las
mismas. Estos resultados son similares a los obtenidos en el presente trabajo, donde
también se observaron diferencias entre extractos elaborados a partir de diferentes
disolventes. Asi, las diferentes fracciones utilizadas en los ensayos de paralisis larvaria,
las obtenidas a partir de frutos maduros (fracciones hexanica, acetato de etilo,
cloroformo y acuosa), las cuales, por otro lado, mostraron mayor actividad larvicida
que las elaboradas a partir de frutos verdes (fracciones hexanica, acetato de etilo y
acuosa), en todos los casos indujeron porcentajes de pardlisis larvaria mucho menores
que los mostrados por el extracto metandlico de frutos maduros de R. pinnata. Estas
diferencias podrian ser debidas a que la extraccién cruda con metanol permite el
aislamiento de una mds amplia gama de productos activos, en teoria responsables de
la actividad antihelmintica; tal vez por este motivo sea el método de extraccién mas
utilizado en los primeros estudios encaminados a evaluar las propiedades
farmacoldgicas de una planta. Como ejemplo, de la extraccion metandlica inicial
llevada a cabo para la preparacion de extractos de Musa paradisiaca se obtuvieron
productos a los que se les atribuyd una alta actividad antihelmintica. Tras un posterior
analisis e identificacion de sus componentes, se observd que el extracto metandlico
original incluia taninos, saponoides, terpenoides y flavonoides, todos ellos metabolitos
con gran interés en la medicina natural (Marie-Magdeleine et al., 2014). Ademas, el
empleo de un variado numero de disolventes permite el aislamiento de un mayor
numero de principios activos, siendo, en general, los extractos que se fabrican
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utilizando disolventes organicos mucho mas activos que los acuosos, con lo que cabria
pensar que los compuestos responsables de la actividad antihelmintica no son
hidrosolubles. Coincidiendo con lo encontrado al analizar las distintas fracciones de R.
pinnata en el presente trabajo, los extractos hexanico, de acetato de etilo y etandlico
de Jatropha curcas presentaron mas actividad larvicida que el extracto acuoso de dicha
planta (Monteiro et al., 2011). Sin embargo, esto no ha de considerarse una regla
absoluta, pues en ocasiones son los extractos acuosos los que poseen mayor actividad,
tal y como se deriva de los resultados obtenidos por Tadesse et al. (2009) y Ademola
etal. (2011) utilizando diferentes plantas.

Los resultados de los ensayos de movilidad larvaria realizados con extractos
fabricados a partir de diferentes partes de la planta de R. pinnata y empleando
distintos disolventes demostraron que el extracto crudo metandlico de frutos maduros
era el que presentaba mayor actividad frente a las L3 del H. contortus. Por este motivo,
se decidid comprobar si este extracto presentaba, ademas, actividad ovicida, adulticida
y efecto sobre el desarrollo larvario, para lo cual se emplearon los mismos ensayos que
al evaluar la actividad antihelmintica de R. pinnata, R. graveolens y P. bituminosa:
ensayo de eclosion de huevos, de viabilidad de adultos y de desarrollo larvario,
respectivamente. El extracto metandlico de frutos maduros de R. pinnata no sélo
mostré una actividad ovicida elevada, disminuyendo la eclosiéon de los huevos en
valores superiores al 50 %, sino que también detuvo el desarrollo larvario en todas las
concentraciones utilizadas en el ensayo, afectando asi a las L1 y L2 del parasito y
deteniendo, por tanto, su desarrollo hasta L3 infectantes. Estos resultados muestran
que dicho extracto presenta, en general, mayor actividad antihelmintica que el
homdlogo de planta entera, observandose diferencias, no sdlo en la actividad larvicida
sino también en la ovicida. De igual forma, la actividad del extracto metandlico de
fruto maduro de R. pinnata fue mds elevada que la presentada por los extractos
metandlicos de R. graveolens y P. bituminosa. Del mismo modo, los porcentajes de
mortalidad de adultos obtenidos en el ensayo con el extracto metandlico de frutos
maduros de R. pinnata fueron mayores que los mostrados por los extractos de planta
entera, incluida R. pinnata. Como se discutid anteriormente, es comln encontrar
distintos niveles de actividad antihelmintica entre diferentes partes de una planta,
hecho que ha sido descrito por varios autores, como Maciel et al. (2006) o Tadesse et
al. (2009); sin embargo, no es frecuente encontrar un mismo extracto que muestre
una actividad antihelmintica estadisticamente significativa frente a todos los estados
de H. contortus. Es importante remarcar que el fruto maduro de R. pinnata, no sélo
presenta mas actividad que otras partes de la planta, sino que, ademas, dicha actividad
esta dirigida frente a distintas fases del desarrollo parasitario de H. contortus. No
ocurre asi con otros extractos elaborados con frutos, como los pertenecientes a Melia
azedarach, cuya actividad larvicida inhibiendo el desarrollo larvario se ha demostrado
muy manifiesta, pero no asi su efecto ovicida (Cala et al., 2012).

Los resultados obtenidos en los ensayos realizados con los diferentes extractos
de R. pinnata sugieren que a partir de este endemismo canario, se podrian obtener
extractos con alta actividad antihelmintica que podria constituir una alternativa al
tratamiento y control de infecciones con H. contortus en pequenos rumiantes. No
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obstante, como se ha indicado, R. pinnata es una especie endémica protegida de las
Islas Canarias y, ademas, la disponibilidad de material vegetal de la planta es baja. Por
este motivo, se planted la posibilidad de elaborar compuestos a partir de cultivos in
vitro de material vegetal de la planta y evaluar su actividad. De la misma manera,
Razak et al., (2014) seialaron que el cultivo in vitro de material vegetal de plantas con
estas caracteristicas, como Stevia robaudiana, era una posible alternativa para la
obtencién en grandes cantidades de plantas utilizadas cominmente en la medicina
tradicional.

Para la elaboracién de los compuestos in vitro utilizados en el presente trabajo,
se cultivd material vegetal procedente de R. pinnata en distintos tipos de medio
Murashige-Skoog (MS): MSe, MS6 o MS3. Este medio ha sido utilizado en otro trabajos
para el cultivo in vitro de diferentes plantas, como Artemisia aucheri, cuyos derivados
se consideran potentes agentes frente la malaria y una gran variedad de tumores
cancerigenos (Sharafi et al., 2014). Los autores consiguieron altos porcentajes de
crecimiento de la planta, por lo que propusieron este método de cultivo como simple,
fiable, rapido y con alta eficiencia de regeneracién. Un mismo método de regeneracion
también se ha empleado con Curcuma longa (Sunitibala et al., 2001), una planta que
ha demostrado tener una alta actividad antihelmintica frente a nematodos que afectan
al ganado caprino y ovino (Lans et al., 1998).

En primer lugar se evalud la actividad larvicida y adulticida de extractos
metanolicos elaborados a partir de 3 compuestos obtenidos de 3 medios de cultivos in
vitro distintos: CM-134, CM-135 y CM-463.1. Los dos primeros mostraron un
importante efecto larvicida mediante el ensayo de pardlisis larvaria, aunque la
actividad sobre las L3 fue menor que la mostrada por el extracto metandlico de planta
entera y frutos maduros de R. pinnata. Comparando las DL50 de cada uno de ellos, se
puede apreciar que el valor de DL50 para el extracto metandlico de frutos maduros de
R. pinnata es hasta dos veces menor que el calculado para los compuestos in vitro CM-
134 y CM-135 (0,33, 0,40 y 0,60 mg/ml, respectivamente).

A partir de los valores obtenidos en los ensayos de movilidad larvaria, se
realizaron ensayos de viabilidad de adultos con los compuestos CM-134 y CM-135,
obteniéndose valores practicamente iguales a los extractos naturales. Estos resultados
sugieren que el medio utilizado para el cultivo de los compuestos CM-134 y CM-135
hace posible la obtencién de un producto con similares caracteristicas al natural en el
gue mantendrian activos aquellos compuestos que presentan actividad antihelmintica
y que son extraidos con la extraccion cruda con metanol. Coincidiendo con lo
observado en el presente trabajo, los resultados realizados con cultivos in vitro de
Pastinaca sativa, una planta que presenta de forma natural compuestos con
propiedades curativas, como las cumarinas, demostraron que los productos obtenidos
in vitro presentaban las mismas caracteristicas que los compuestos producidos de
forma natural, pero en menor medida (Ekier et al., 2000). De la misma forma, cultivos
in vitro en medio MS de Achemilla mollis, planta medicinal utilizada tradicionalmente
para enfermedades ginecoldgicas, se ha demostrado que generan productos que
mantienen los mismos componentes y misma actividad antioxidante que la planta,
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pero, al igual que en el anterior trabajo, su actividad era menor (Stanilova et al.,
2012).

Una vez comprobada la actividad antihelmintica de los compuestos
metandlicos obtenidos in vitro, se evaluod la actividad de distintas fracciones (hexanica,
cloroformo, acetato de etilo y acuosa) elaboradas a partir del compuesto CM-463.1
(extracto metandlico cultivado en medio MS6). En general, todas las fracciones de
origen in vitro evaluadas presentaron una actividad larvicida moderada, siendo
alrededor del 60 % en la mayor concentracién utilizada (3 mg/ml) y siguiendo una
dosis dependiente en las siguientes concentraciones. Sin embargo, como en los analisis
de los compuesto in vitro discutidos anteriormente, los porcentajes de paralisis larvaria
fueron menores que los encontrados en los extractos de origen natural. Es importante
resefiar que las fracciones hexanica, de cloroformo, de acetato de etilo y acuosa
presentaron un grado variable de actividad antihelmintica que, en ningun caso, pudo
demostrarse en el compuesto original CM-463.1. Como se comentd en parrafos
anteriores, la extraccion con metanol permite aislar la mayor parte de los compuestos
presentes en el material vegetal de diverso origen, natural o in vitro, por lo que podria
considerase la posibilidad de que con la extraccién con metanol se extrajeran
determinados componentes que, al presentarse conjuntamente en el extracto,
interfiriesen en su actividad y que, al realizar una segunda extraccién con disolventes
de diferentes polaridades, estos compuestos se aislaran pudiendo ejercer su actividad
antiparasitaria. Menos probable seria que solventes de polaridad tan dispar como el
hexano, el cloroformo, el acetato de etilo y el agua pudieran todos ellos extraer
compuestos activos que no lograron aislarse mediante la extraccién metandlica.

6.1.2. ACTIVIDAD ANTICOCCIDIOSICA

Una alternativa al tratamiento con quimioterapicos frente a los coccidios podria
ser la aplicacion en el ambiente de desinfectantes con el objetivo de inhibir la
esporogonia asexual exégena del parasito (Williams, 1997), la cual es esencial para
gue los ooquistes alcancen el estado infectante. Los ooquistes frescos de Eimeria
eliminados por los animales infectados son siempre no esporulados y contienen en su
interior Unicamente el esporoblasto, el cual sufre una reproduccion asexual exdgena o
esporogonia en presencia de oxigeno y a una temperatura adecuada, después de la
cual los ooquistes pasan a ser infectantes, proceso que no suele ocurrir antes de 48
horas. Sélo los ooquistes totalmente esporulados, que deben contener 4 esporocistos
con 2 esporozoitos cada uno, podran propagar la infeccion una vez sean ingeridos por
un nuevo hospedador (Mundt et al., 2003, Daugschies y Najdrowski, 2005). En este
aspecto, se ha demostrado que diferentes desinfectantes poseen actividad frente a los
ooquistes no esporulados de Eimeria tenella, no sélo inhibiendo la esporulacién si no
también destruyéndolos, con actividades préoximas al 80 % (Guimardes et al., 2007) o,
incluso, al 100 %, como se observé para el acido acético (You et al., 2014).

Los datos de los diferentes ensayos de inhibicion de la esporulacion de
ooquistes demuestran que los extractos utilizados presentan una actividad
anticoccididsica muy variable. Los extractos metandlicos de las partes aéreas de Ruta
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pinnata, Ruta graveolens y Psoralea bituminosa mostraron una moderada actividad
anticoccidiésica con porcentajes de esporulacion de ooquistes mayores al 60 %
después de 24 horas de incubacién. Los resultados obtenidos con el extracto
metandlico elaborado a partir de frutos de Ruta graveolens fueron similares a los
mostrados por el mismo extracto perteneciente a la planta entera, no superando en
este caso el 50 % de efecto sobre la esporulacion de los ooquistes en ninguna de las
concentraciones utilizadas en el ensayo. Aunque la actividad mostrada por estos
extractos no fue muy marcada, si que superd a la encontrada por otros autores como
Saratsis et al., (2012), quienes sélo pudieron demostrar un leve efecto de los extractos
de Onobrychis viciifolia sobre la esporogonia en diferentes especies de Eimeria del
ganado ovino. En concreto, en este estudio el mayor porcentaje de inhibicion de la
esporulacion fue del 10,7 % a una concentracion de 1200 pg/ml.

Si bien el extracto metandlico de planta de Ruta pinnata no presentd una
marcada actividad anticoccididsica, el mismo extracto procedente de sus frutos
maduros disminuyé la esporulaciéon de los ooquistes hasta en un 80 % a una
concentracion de 3 mg/ml después de 24 horas de incubacidn, siendo este resultado
similar al obtenido con el control positivo (10 % formaldehido). De acuerdo con esto, la
dosis inhibitoria 50 (DL50) fue unas diez veces menor en el extracto de fruto maduro
gue en el obtenido a partir de la planta. Vuelven a repetirse, por tanto, las diferencias
de actividad, en este caso anticoccididsica, segun la parte de la planta analizada, tal y
como se describié anteriormente en el anadlisis de actividad antihelmintica de R.
pinnata y en otros estudios (Tadesse et al., 2009).

La actividad mostrada por el extracto metandlico de frutos maduros de Ruta
pinnata es comparable a la mostrada por los extractos elaborados a partir de la corteza
de pino. Este extracto fue utilizado en un estudio realizado por Molan et al. (2009) en
tres especies de Eimeria en aves en el que pudo constatarse una inhibicién de la
esporulacién de un 42,6 %, 24,5 % y 10,9 % a concentraciones de 250, 500 y 1000
ug/ml, respectivamente.

Cuando el periodo de incubacidn de los ooquistes con el extracto metandlico de
frutos maduros fue menor de 24 horas, en concreto de 30 minutos y 4 horas, la
actividad anticoccididsica no fue tan manifiesta, observandose Unicamente diferencias
con el control negativo (P < 0,001 y P < 0,01) en las concentraciones mayores. Varios
autores han descrito que la eficiencia de los desinfectantes esta condicionada, no sélo
por la concentracion de los mismos, sino también por tiempo de exposicion, es decir,
el tiempo que el producto estd en contacto con el ooquiste. Asi, al analizar el efecto de
la concentracién y el tiempo en la eficacia de diversos desinfectantes quimicos
comerciales, como el hidréxido de amonio, el fenol, el Zixvirox y el Eco bio, sobre la
esporulacion de ooquistes de Eimeria tenella se demostré que el hidroxido de amonio
5%y 10 % y el Fenol 10 % fueron los que presentaron mayor eficacia frente a los
ooquistes no esporulados de Eimeria tenella, y, como se comentd anteriormente,
dicha actividad aumentaba a medida que lo hacia el tiempo de exposicién del producto
(Samaha et al., 2013).

A la hora de relacionar la actividad del extracto y el tiempo de exposicién hay
gue considerar que este tiempo sea util y practico a la hora de utilizarlo. Senger

128



DISCUSION

(1959), en un estudio con ooquistes de Eimeria bovis, evalud la actividad de varios
compuestos obteniendo resultados de inhibicidn de la esporulacion hasta del 80 %. Sin
embargo, este resultado se obtuvo después de 48 horas de exposicion, por lo que
podria descartarse el uso de dicho extracto en la realidad de la produccién ganadera,
no soélo por la duracion que tendria el tratamiento sino ademdas por la posible
corrosividad y/o toxicidad del producto o, en caso de los extractos naturales, porque,
debido a su origen, algunos de ellos puedan llegar a ser volatiles y/o perder su
actividad a lo largo del tiempo.

También se utilizd en los ensayos in vitro de esporulacion de ooquistes el
extracto acuoso de frutos maduros de Ruta pinnata. Este extracto no mostrd una
actividad anticoccididsica tan elevada como el metandlico del mismo origen, y, aunque
se observaron diferencias significativas (P < 0,001 y P < 0,01) con el control negativo, la
dosis necesaria para detener la esporulacion de 50 % de los ooquistes fue mucho
mayor a la del extracto metandlico (164,7 mg/ml). Estos resultados fueron similares a
los obtenidos en el presente trabajo con los mismos extractos cuando se evalud la
actividad antihelmintica, tal y como se discutié en el apartado anterior. Sin embargo,
no siempre los extractos metandlicos presentan mayor actividad antiparasitaria que
los acuosos. Por ejemplo, Igbal et al. (2005), al evaluar la actividad antihelmintica de
Calotropis procera demostraron que los extractos metandlicos presentaban menor
actividad que los acuosos.

Los compuestos producidos a partir de cultivos in vitro de material vegetal de
Ruta pinnata no redujeron la esporulacion de los ooquistes de Eimeria
ninakohlyakimovae en porcentajes superiores al 35 % en todas las concentraciones
utilizadas tras 24 horas de incubacion; siendo la actividad anticoccididsica de estos
menor a la mostrada por los extractos naturales procedentes de la misma planta, tal y
como se comentd en el apartado de la discusidn sobre la actividad antihelmintica de
compuestos in vitro. Estos resultados no variaron en funcion del tipo de medio de
cultivo utilizado para el crecimiento del material vegetal ni en funcién del disolvente
empleado para la extraccion. En base a los resultados del presente estudio, no resulta
posible determinar por qué los extractos obtenidos de material vegetal in vitro
presentan actividad frente a nematodos pero no frente a coccidios, a pesar de que se
emplearon los mismos medios de cultivo y similares métodos de extraccién. Ademas,
los extractos naturales, en mayor o menor medida, presentaron actividad frente a
ambos grupos parasitarios. Una posible explicacion seria que los medios de cultivo y/o
la metodologia utilizada no serian los adecuados para obtener un producto con
actividad anticoccididsica. En este sentido, los cultivos in vitro podrian funcionar como
un medio de purificacién de compuestos que, en el presente estudio, habria derivado
en la seleccion de aquellos que poseen actividad frente a nematodos y no frente a
coccidios. De hecho, los compuestos activos frente a nematodos no necesariamente lo
son para coccidios.

El compuesto in vitro CM-475.3 fue estudiado en varios periodos de incubacién,
30 minutos, 4 horas y 24 horas, y al contrario que el extracto metandlico de frutos
maduros de R. pinnata, este producto no mostré6 mayor efecto a medida que
aumentaba el tiempo. Aunque la DL50 disminuyé hasta 8,03 mg/ml desde los 30
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minutos hasta las 24 horas, los resultados obtenidos no fueron significativos con
respecto al control negativo en ninguna de las concentraciones y periodos de tiempo
utilizados, lo que contrasta con la actividad anticoccididsica antes sefialada para el
extracto natural. Como ya se ha comentado, tiempos superiores a 24 h de exposicién
serian poco practicos en condiciones reales en ganaderia (Senger, 1959) por lo que el
compuesto CM-475.3 no podria considerarse como un buen candidato como
antiséptico frente a los ooquistes de E. ninakohlyakimovae.

Los ooquistes son considerados el elemento de resistencia de los coccidios y, de
hecho, son capaces de tolerar gran variedad de adversidades tanto fisicas como las
provocadas por agentes quimicos. McDonnel y Russel (1999) han clasificado a los
ooquistes como el elemento etioldgico mas resistente a los desinfectantes, después de
los priones. Por esta razdn, son necesarias concentraciones moderadas y altas de
guimicos abrasivos para inhibir su esporulacion. La capacidad de los extractos de
inhibir el ciclo exdgeno del parasito podria ser una alternativa bio-organica para la
desinfeccién temprana de construcciones y material, especialmente bajo condiciones
de explotacion intensiva de rumiantes, como ya fue sugerido para la producciéon de
pollos por Williams (1997). Por todo ello, no se deberia infravalorar el efecto
anticoccididsico encontrado en el presente estudio en los extractos naturales de
plantas analizados, pero también en los obtenidos a partir de material vegetal
cultivado in vitro.

En base al conjunto de resultados obtenidos en el presente trabajo al valorar la
actividad anticoccididsica, la relevancia cientifica de las propiedades anticoccididsicas
de los extractos radica, no sélo en su uso como desinfectantes sino, ademas, como
alternativa a los anticoccididsicos y coccidiostaticos convencionales, ya que muchos de
ellos presentaron un efecto importante sobre el primer estado infectante de parasito,
los esporozoitos.

Tanto el ensayo de viabilidad de esporozoitos como el de inhibicidon de la
invasion celular con el extracto metandlico de frutos maduros de R. pinnata sirvieron
para demostrar que este extracto no sélo afecta a la viabilidad de los esporozoitos sino
también a su capacidad para invadir las células hospedadoras, en la que se
desarrollarian posteriormente los esquizontes de primera generacién. En Eimeria
ninakohlyakimovae, dichos esquizontes pueden llegar a tener un tamafio superior a
300 um y tras su rotura originan una gran destruccién de la mucosa del intestino
delgado de los animales infectados (Dai et al., 2006, Ruiz et al., 2013). Otros autores
también han descrito un efecto inhibitorio de extractos naturales frente a esporozoitos
de coccidios de aves. Asi, se ha observado que el carvacol, la curcumina o los extractos
de Echinacea purpurea inhiben la invasion de las células denominadas Madin-Darby
bovine Kidney (MDKB) por los esporozoitos de Eimeria tenella después de 24 horas de
incubacién (Burt et al.,, 2013). Los resultados del presente trabajo también son
comparables a los publicados por Khalafalla et al. (2011), quienes, después de 3, 8, 18
y 24 horas de incubacion, demostraron que la curcumina afectaba a la morfologia y a
la viabilidad de los esporozoitos, asi como su capacidad de invasidn. Estudios en otros
coccidios, como Toxoplasma gondii, muestran que Artemisia annua inhibe en
porcentajes superiores al 75 % la invasion celular in vitro por los taquizoitos de dicho
parasito (Carrijo de Oliveira et al., 2009).
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La molécula o moléculas responsables de la actividad sobre los diferentes
estadios del coccidio de pequeiios rumiantes E. ninakohlyakimovae es aln
desconocida. Por otro lado, el mecanismo de accion de los compuestos que se
encuentran en los extractos utilizados en el estudio no tiene por qué ser igual en todos
los casos, pudiendo variar de si actuan inhibiendo la esporulacién, comprometiendo la
viabilidad de los esporozoitos o inhibiendo su capacidad para invadir células.

Ademads, al comparar los resultados obtenidos en los diferentes tipos de
ensayos realizados con el extracto metandlico de frutos maduros de Ruta pinnata
(ensayo de inhibicién de la esporulacion, ensayo de viabilidad de esporozoitos vy
ensayo de inhibicion de la invasidon celular), se puede observar que, a igual
concentracion, los niveles de actividad anticoccididsica no son los mismos, segun
demuestran las DL50 de cada ensayo. De esta forma, 0,839 mg/ml fue la dosis
necesaria para inhibir en un 50 % la esporulacion de los ooquistes, 0,4884 mg/ml la
dosis eficaz para obtener un 50 % de mortalidad de esporozoitos y 1,15x10°® mg/ml
DL50 para inhibir su capacidad de invasion celular. Estos datos corroboran que los
esporozoitos libres son mas susceptibles que los ooquistes al extracto a la misma
concentracion y con un periodo de incubacién mucho menor, 3 horas y no 24, como en
el caso de los ooquistes. La explicacién mas probable a este fendmeno podria ser la
proteccion que confiere la pared del ooquiste frente a las condiciones adversas del
medio. De hecho, gracias a su pared quistica los ooquistes de E. bovis pueden resistir
hasta 4 afios y medio en un ambiente himedo a 4 °C (Hermosilla et al., comunicacion
personal). Esta puede ser la explicacién a los resultados observados con los extractos
de Onobrychis viciifolia, los cuales no inhibieron la esporulacion de los ooquistes en los
ensayos in vitro pero si mostraron actividad anticoccidiésica in vivo al usar la planta
como forraje en ovejas infectadas naturalmente por varias especies de Eimeria spp.
(Saratsis et al., 2012).

6.2. ENSAYOS IN VIVO

La nematodosis causada por H. contortus y la coccidiosis se citan entre las
parasitosis mas frecuentes que afectan a los pequefios rumiantes, siendo, ademas, de
las mas graves, debido a su patogenicidad. La accion patdgena de los parasitos se
traduce en cuantiosas pérdidas en la produccién debido a la sintomatologia y a la
clinica que presentan los animales infectados, a lo cual habria que sumar el coste de
los antihelminticos y anticoccididsicos usados comUnmente en la ganaderia. Todo ello,
junto con la creciente aparicién de resistencias a estos productos, ha estimulado la
blsqueda alternativas como la fitoterapia, siempre en combinacidn con adecuadas
medidas de manejo. Por esta razén, aparte de mediante ensayos in vitro, la actividad
de determinados extractos frente a H. contortus y E. ninakohlyakimovae también se
evalué mediante un ensayo in vivo. Con ello se pretendia comprobar si el efecto
observado in vitro se mantenia en el organismo vivo.

Se decidié utilizar un extracto metandlico de frutos de R. pinnata (CM-481), ya
que dicho extracto fue el que mayor actividad antiparasitaria mostrd en los ensayos in
vitro. También se empled un extracto metandlico elaborado a partir de un cultivo in
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vitro de material vegetal de esta misma planta (CM-472), obtenido siguiendo un
procedimiento de elaboracidon similar a los otros compuestos de origen in vitro
utilizados en el estudio, cuya actividad larvicida se discutid anteriormente. En este
ensayo se evalud el estado corporal de los animales, la presencia y caracteristicas de la
diarrea, asi como existencia de anemia mediante la observacidn de las mucosas.
Ademas, se realizaron recuentos de huevos y ooquistes en heces antes y después de
tratamiento para, indirectamente, determinar si existia una disminucién o no de la
carga parasitaria.

Todos los animales que fueron inoculados mostraron una clinica grave, siendo
signos comunes la presencia de mucosas palidas, cuadros diarreicos hemorragicos,
acompafado en ocasiones de restos de mucosa intestinal, decaimiento, anorexia,
postracion, caquexia e incluso muerte de algunos de los animales. Estos signos
remitieron en los animales pertenecientes al grupo C después del tratamiento con los
antiparasitarios comerciales (ivermectina y diclazuril). La clinica de los animales del
grupo A y B (grupos tratados con los extractos CM-481 y CM-472, respectivamente)
también mejoré tras el tratamiento, aunque la recuperacién de los animales no fue tan
rapida como la de aquellos que fueron tratados con ivermectina y diclazuril. En
concordancia con estos resultados, diversos autores han demostrado que la
alimentacion del ganado caprino con pellets de Sericea lespedeza disminuye la pérdida
de peso de animales infectados por nematodos gastrointestinales, a la vez que reduce
la aparicion de palidez de las mucosas, lo que sugiere que dicha planta tiene efecto
sobre los adultos de H. contortus. Este hecho se demostrd tras el sacrificio de los
animales, ya que aquellos que habian sido tratados con el extracto presentaban un
menor niumero de vermes en el abomaso que los que no habian recibido los pellets en
la dieta (Terril et al., 2007). También en concordancia con los resultados del presente
trabajo, se ha observado que el tratamiento con extractos elaborados con
Elephantorrhiza elephantina en cabras parasitadas por H. contortus contribuyd a una
notable disminucién de los sintomas de la enfermedad, y a mantener una buena
condicién corporal durante toda la experiencia en los animales tratados (Maphosa et
al., 2012). Los animales utilizados en el experimento in vivo de este estudio que fueron
tratados con los extractos CM-481 y CM-472 no presentaron una mejoria de los
sintomas tan notoria como la descrita por estos otros autores. Esto no tiene por qué
significar que el efecto antiparasitario fuese leve o inexistente, ya que los animales de
esta experiencia fueron inoculados con dos parasitos diferentes, H. contortus y E.
ninakohlyakimovae, y por tanto los sintomas pudieron verse agravados por esta razon.
Ademas, en los ensayos de Terril et al. (2007) y Maphosa et al. (2012), las infecciones
fueron naturales, a priori, una situacion no tan extrema como la evaluada en este
trabajo.

Para determinar si los tratamientos con los extractos CM-481 y CM-472
presentaban efecto in vivo sobre H. contortus se realizaron recuentos fecales de los
animales pertenecientes a los diferentes grupos del ensayo. Los recuentos de los
animales de los grupos A y B (tratados con los extractos CM-481 y CM-472,
respectivamente) siguieron una tendencia similar. El nimero de huevos aumentdé
hasta el dia del tratamiento y comenzo a disminuir después del mismo, manteniéndose
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los recuentos en valores cercanos a 2000 HPG a partir de entonces. La reduccidn de los
recuentos fecales de huevos fue mas clara si se compararon los recuentos acumulados
de los dias antes y después del tratamiento. En tal circunstancia, los valores de HPG del
grupo A mostraron diferencias significativas (P < 0,01) antes y después del tratamiento,
siendo estas diferencias no tan manifiestas en el grupo de animales tratado con el
extracto in vitro. Resultados similares a los descritos en este trabajo se han observado
en otros estudios, como el realizado con el extracto acuoso de Ananas comosus, el cual
presenta una alta actividad antihelmintica in vitro frente a huevos y larvas, pero en los
ensayos in vivo la actividad de dicho extracto no fue significativa (Ferreira et al., 2013).
Sin embargo, Elephantorrhiza elephantina produjo una reduccion en el recuento de
huevos en cabras infectadas por nematodos gastrointestinales del 98 % en el dia 56
postinfeccion afectando principalmente a los adultos de H. contortus, como se ha
comentado anteriormente (Maphosa et al., 2012). Este mismo autor describié en 2011
el efecto in vivo sobre nematodos gastrointestinales y coccidios en cabras de tres
plantas usadas comuUnmente en la medicina tradicional de Sudafrica, Aloe ferox,
Elephantorrihiza elephantina y Leonis leonours, las cuales redujeron hasta el 60% los
recuentos de huevos y ooquistes de los animales tratados (Maphosa et al., 2011).

Al evaluar la posible actividad anticoccididsica de los extractos mediante la
determinacion de los recuentos fecales de ooquistes, al existir una infeccidén natural
por coccidiosis en los animales de la granja donde se realizd la experiencia, fue
necesario tener en cuenta el nimero de ooquistes que presentaban los animales al
comienzo del estudio, valor que fue de aproximadamente 4500 ooquistes por gramo
de heces (OPG) durante todo el ensayo, tal y como se observé en los animales que
formaban el grupo E (animales no inoculados ni tratados). Los demas grupos se
inocularon con 200.000 ooquistes esporulados de E. ninakohlyakimovae por lo que, en
todos ellos, se observé un pico de eliminacion de ooquistes en torno a los dias 16-17
postinfeccion. Después de este pico, los valores de OPG variaron en funcién de los
grupos y tratamientos administrados. Asi, en el grupo D (animales inoculados y no
tratados), tras el pico de eliminacion de ooquistes los recuentos disminuyeron
progresivamente hasta 5000 OPG, recuentos similares a los mostrados por el grupo E.
Esta tendencia fue similar en los grupos tratados con los extractos, tanto el natural
como el de origen in vitro. Sin embargo, en los animales que fueron tratados con
diclazuril el nimero de ooquistes en heces disminuyd hasta 0 en el dia 5 después del
tratamiento. En base a estos resultados, los extractos utilizados en la experiencia in
vivo no mostraron un efecto marcado frente a los coccidios, ya que no se consiguid
gue los animales tratados con estos compuestos dejaran de eliminar ooquistes en las
heces. No obstante, se ha demostrado que algunas plantas si presentan actividad
anticoccididsica. Por ejemplo, el suplemento de la dieta con Sericea lespedeza en
ovejas infectadas naturalmente con diferentes especies de Eimeria produjo una
reduccion significativa en el recuento de ooquistes en heces (Maphosa et al., 2012,
Burke et al., 2013). Otras plantas como Melia azedarach y Psitacia lentiscus también
redujeron el nimero de ooquistes en heces de rumiantes infectados por coccidios
(Madibela et al., 2008; Markovics et al., 2012). También en aves, diferentes plantas
han demostrado ser eficaces in vivo frente a la coccidiosis. Asi, la administracion de
extractos elaborados a partir de Eclipta alba, Musa paradisiaca y Argeratum
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conyzoides en la dieta de pollos inoculados con E. tenella han sido capaces de reducir
el nimero de ooquistes por gramos de heces, asi como el deterioro fisico de los
animales y las lesiones microscépicas tipicas de la infeccién por coccidiosis (Nweze et
al., 2009; Anosa et al., 2011; Michels et al., 2011).

En general, los extractos CM-481 y CM-472 mostraron cierta actividad
antihelmintica pero no frente a coccidios in vivo, a pesar de que ambos presentan un
efecto elevado frente a H. contortus y E. ninakohlyakimovae in vitro. Este hecho puede
estar relacionado con la farmacocinética y farmacodinamica de dichos compuestos en
la cabra, cuya naturaleza se desconoce, asi como al tiempo de absorcion y de duracién
en el organismo. Ademas, puede ser que la administracion oral del tratamiento no sea
la mas idénea e incluso que la dosis utilizada en el ensayo no sea la adecuada. En el
estudio realizado por Maphosa et al. (2012), tampoco se observd una diminucién
marcada en los recuento de huevos de los animales muestreados hasta el dia 56
después de tratamiento. Por el contrario, en otros ensayos realizados con plantas se ha
demostrado una notable actividad frente a la coccidiosis caprina, entre los que se
incluyen los realizados con Melia azedarach y Pistacia lentiscus; en dichos estudios se
administraron los extractos por largos periodos de tiempo, 3 semanas y un mes,
respectivamente, observandose uUnicamente disminucion de los recuentos de
ooquistes después de dos semanas de tratamiento (Madibela et al., 2008; Markovics
et al., 2012), siendo en este caso necesaria la administracion de varias dosis para
obtener un efecto significativo. En el presente trabajo se utilizé una Unica dosis y se
realizaron recuentos hasta una semana después del tratamiento, por lo que, segun lo
expuesto en los trabajos anteriores, cabria pensar que la actividad anticoccididsica de
los extractos podria haber sido mayor si se hubiese incrementado la dosis de extracto
o si se hubieran realizado mas de una administracién. Otro aspecto a tener en cuenta a
la hora de evaluar la actividad antiparasitaria de los compuestos, es el complejo
sistema digestivo que presentan los rumiantes. Hay autores que han sefialado la
importancia del paso de los extractos naturales por el rumen, sugiriendo que en este
drgano puede destruirse los compuestos activos de la planta debido a la accion de la
flora ruminal o bien por el efecto del pH del rumen. Ademas, la digestidn en el rumen
podria provocar una disolucion de los extractos por lo que llegarian con menor
disponibilidad o actividad al abomaso (Pervez et al., 1994).

En este tipo de estudios in vivo, ha de tenerse en cuenta no sdlo la posible
actividad antiparasitaria del extracto sino ademas su posible toxicidad. Con tal fin se
evalud la citotoxicidad del extracto metandlico de frutos maduros de R. pinnata en
cultivos celulares in vitro en BCEC y células VERO. En ambos caso no se observé muerte
celular, o fue leve a las concentraciones mas elevadas de extracto, en comparacién con
los correspondientes controles negativos. Del mismo modo, ensayos de citotoxicidad
realizados con carvacol, compuesto que se encuentra en varias plantas como el
orégano, mostraron que dicho compuesto no interferia en el crecimiento celular de
células MDBK (Madin-Darby bovine kidney) por lo que se considerd que no presentaba
toxicidad a las concentraciones utilizadas en el estudio (Burt et al., 2013).

Ante la posibilidad de que los extractos utilizados pudieran causar dafios en el
organismo de los animales, ademas de los resultados de los ensayos de citotoxicidad in
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vitro, previamente a la realizacién del experimento in vivo con extractos elaborados a
partir de Ruta pinnata, se tuvieron en consideracién distintas referencias bibliograficas
gue describen el uso de las rutaceas, en la medicina tradicional. Aparte, este tipo de
plantas también se ha demostrado que forman parte de la alimentacién de animales.
Por ejemplo, restos de los frutos de Ruta pinnata se han encontrado en las heces de
los lagartos gigantes (Gallotia galloti) de la isla de Tenerife, por lo que podria
concluirse que la planta no posee efectos citotoxicos, al menos en esta especie animal
(Rodriguez et al., 2008). Por otro lado, Ruta pinnata también es comunmente utilizada
en la isla de La Palma, donde es abundante, como alimento para el ganado cuando los
animales presentan parasitaciones digestivas (Ruiz et al., comunicacion personal),
siendo este hecho un indicio de su falta de toxicidad en rumiantes. Existen, ademas,
ensayos recientes donde se han utilizado diferentes extractos elaborados a partir
plantas de la familia de las rutaceas para evaluar la efecto frente a coccidiosis en pollos
in vivo, en los cuales se ha demostrado, no sélo su actividad anticoccididsica sino la
ausencia de toxicidad de las mismas (Jabbar et al., 2014). Ademds, como se comento
en los resultados, los animales que fueron tratados con los extractos, tanto el natural
como el elaborado in vitro, no presentaron sintomas compatibles con intoxicacién
durante la experiencia in vivo.

En general, el uso medicinal de las rutaceas esta bastante extendido por todo el
mundo, especialmente en el drea mediterranea. Por ejemplo, en lItalia, el botdnico
Paolo Maria Guarrera refiere mds de 100 usos de plantas pertenecientes al género
Ruta: Ruta angustifolia Pers., Ruta chalepensis L., Ruta corsica DC., y Ruta graveolens L.
(Guarrera, 2006). De hecho, las rutaceas se encuentran entre las plantas mas usadas
de forma general en la medicina tradicional contemporanea italiana, en la botdnica y
en la vida cotidiana. El uso intensivo de estas plantas no es especifico de Italia, también
esta documentado en otras regiones del Mediterraneo y otros continentes. Otra
especie, Ruta genus, ya se usaba abundantemente en la practica médica de antafio en
el Mediterraneo, segun quedd documentado en el llamado Corpus Hippocraticum. Esta
coleccion de 62 tratados fue escrita entre el quinto centenario de la a. C. y el segundo
centenario de la d. C., y son atribuidos a los tiempos de Hipdcrates (Pollio et al., 2008).

Las preparaciones con las distintas especies de Ruta han sido administradas
para infecciones de ojos y para diferentes tipos de dolores, e incluso como antidoto de
venenos y mordeduras de animales venenosos. En la etnofarmacologia tradicional
mediterranea, las rutas se han considerado el remedio idoneo para las enfermedades
femeninas y secundariamente como un efectivo remedio para las afecciones
pulmonares. A estas plantas también se le atribuyen propiedades antirreumaticas y
antihelminticas. Esta Ultima propiedad no sélo ha sido descrita en Italia sino también
en paises como Argelia, Bulgaria, Chipre, etc., segln se recoge en la revision realizada
por Pollio et al. (2008).

La actividad antihelmintica y antiparasitaria de las rutaceas, y en particular de
Ruta graveolens, fue descrita con detalle en un estudio realizado en el Norte de Italia
por Guarrera (1999). La planta se ha utilizado en combinacién con azufre para tratar la
sarna en perros Yy, tras coccion y mezcla con aceite de oliva, para eliminar moscas en
granjas porcinas. La coccion de la planta también se ha empleado como brebaje para el
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ganado en el tratamiento de las helmintiasis, incluso como vermifugo para nifios
acompaiada de ajo o aceite de oliva, o administrada en tortas hechas de harina y agua
de ruda. Finalmente, estudios realizados en British Columbia (Canada) también han
demostrado el empleo de R. graveolens en la préactica etnoveterinaria, concretamente
en el tratamiento de endoparasitos en cerdos, gatos y perros, como Giardia y
Toxoplasma, informacion recogida a partir de distintas fuentes, como naturalistas,
herbolarios, tiendas de animales, farmacéuticos y veterinarios (Lans et al., 2007).

Como ya se ha comentado, los mecanismos responsables de la actividad de los
extractos naturales utilizados en el presente trabajo frente a H. contortus y E.
ninakohlyakimovae, sobre todo a los procedentes de Ruta pinnata, no han sido
estudiados. Es posible que la actividad antiparasitaria de los extractos se deba a las
propiedades bioactivas de las plantas y que éstas sean debidas a un alto contenido en
metabolitos secundarios, como ya se ha demostrado en otras plantas. El alto
contenido en taninos, acido hidroxibenzoico, acido hidroxicinamico y diferentes
flavonoides pueden encontrarse en Onobrychis viciifolia, una planta en la que se ha
observado actividad antiparasitaria en ovejas frente a coccidios (Regos et al., 2009,
Saratsis et al., 2012). Estos compuestos poseen no soélo actividad anticoccididsica sino
también antihelmintica frente a nematodos gastrointestinales de pequefios rumiantes,
tal y como han citado autores como Hoste et al. (2006, 2008) y Valderrabanos et al.
(2010). Ademas, la actividad de un extracto no tiene por qué ser debida a un Unico
compuesto, sino que podria serlo a varios, los cuales podrian ejercer su accién de
forma independiente o trabajar conjunta o sinérgicamente. Si ocurre esto ultimo, el
extracto crudo siempre serda mads activo que cualquiera de los productos que pudieran
ser fraccionados y separados a partir de él. Algunos estudios hacen referencia a la
actividad sinérgica de diferentes extractos procedentes de una misma planta, como es
el caso de las pertenecientes al género Aspidosperma. Asi, en un trabajo realizado con
alcaloides procedentes de estas plantas se observdé que muchos de ellos actuaban
conjuntamente y mostraban una alta actividad frente a Plasmodium. Ademas, estos
extractos eran capaces de aumentar la actividad de la clororquina, producto que se
utiliza como tratamiento de la malaria (Mitaine-Offer, 2002). También se han
encontrado plantas cuyos extractos han mostrado una elevada actividad, en este caso
antitumoral, cuando se han utilizado conjuntamente, siendo dicha actividad mayor que
la que presentaba cada planta por separado. Un ejemplo lo constituyen las plantas
Rhizoma corydalis y Rhizoma cucurmae, ambas plantas tipicas de la medicina
tradicional china (Gao et al., 2009).

En su conjunto, los resultados del presente estudio demuestran que los
extractos elaborados a partir de la planta endémica Ruta pinnata presentan una
marcada actividad antiparasitaria in vitro frente a nematodos y coccidios que afectan
al ganado caprino, en particular, H. contortus y E. ninakohlyakimovae. Esta actividad se
constatd en diferentes estados evolutivos de ambos parasitos. En concreto, frente a H.
contotus se observo una actividad tanto ovicida, larvicida como adulticida; mientras
que frente a la especie de Eimeria objeto de estudio se demostré efecto sobre
ooquistes y esporozoitos. Puesto que algunos de estos estados se desarrollan en el
ciclo exdgeno de ambos parasitos y se consideran como formas de resistencia (L3 y
ooquistes), los extractos podrian emplearse como antisépticos, ademas de como
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antiparasitarios enddégenos. Por otro lado, el efecto antiparasitario de los extractos
preparados a partir de cultivos in vitro de la planta, aunque no tan notorios como los
obtenidos con los extractos naturales, abre la posibilidad de utilizar esta metodologia
para la obtenciéon de material vegetal con actividad farmacoldgica a partir de plantas
gue, como R. pinnata, presentan una disponibilidad baja en estado natural por
diversas razones. Al contrastar todos estos resultados in vitro con los obtenidos
durante la experiencia in vivo se comprobd que la actividad de los extractos en este
ultimo caso no fue tan manifiesta, lo cual podria ser debido a diferentes circunstancias,
tal y como se discutio anteriormente. El disefio de nuevos estudios in vivo utilizando
distintas dosis, pautas de tratamiento, formulacion, etc., y otros en los que se analice
en profundidad la farmacocinética y biodisponibilidad de los extractos en el animal
podria contribuir sin duda a optimizar el resultado. Con la misma finalidad, también
podrian implementarse los métodos de produccion de los cultivos in vitro de la planta.
Como futuros trabajos relacionados con el presente estudio, también habrian de
considerarse el fraccionamiento y la identificacion de los compuestos activos
responsables de la actividad anticoccididsica y antihelmintica, su posible sintesis
quimica y produccion. Por ultimo, habria que remarcar que los resultados obtenidos
para las especies parasitas del caprino H. contortus y E. ninakohlyakimovae podrian ser
extrapolables a otros parasitos pertenecientes a los phyllum Nematoda vy
Aplicomplexa, respectivamente, tanto de animales como del hombre (por ejemplo,
Toxoplasma gondii).
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Los extractos metandlicos elaborados a partir de la parte aérea sin fructificar de
Ruta pinnata, Psoralea bituminosa y Ruta graveolens muestran una actividad
antihelmintica in vitro de moderada a alta frente Haemonchus contortus, y una
actividad de ligera a moderada frente al coccidio E. ninakohlyakimovae,
variable segun el tipo de extracto. De forma general, los extractos de R. pinnata
fueron los que presentaron una actividad antiparasitaria mas destacada.

La parte de la planta y el estado de maduracién de los frutos de Ruta pinnata
utilizados para la elaboracion de los extractos influyen en el nivel de actividad
antiparasitaria. Asi, los extractos elaborados a partir de frutos presentaron
mayor actividad antihelmintica y anticoccididsica que los elaborados a partir de
la planta entera, y los frutos maduros mayor efecto frente a nematodos que los
obtenidos de frutos verdes.

La extraccion con distintos disolventes a partir del extracto metandlico crudo
permite obtener nuevos extractos con diferente actividad antiparasitaria, pero
siempre igual o menor que la obtenida con el extracto original crudo. En
general, los extractos elaborados con disolventes organicos presentaron mayor
actividad larvicida que los acuosos, siendo las fracciones hexanica y de acetato
de etilo los que mayor actividad mostraron.

De todos los extractos naturales analizados, el extracto metandlico de frutos
maduros de Ruta pinnata es el que presenta mayor actividad antihelmintica y
anticoccididsica frente al conjunto de estados parasitarios utilizados en los
ensayos in vitro.

Los compuestos elaborados a partir de material vegetal de Ruta pinnata
cultivado in vitro poseen una moderada actividad frente a las L3 y los vermes
adultos de Haemonchus contortus, por lo que el cultivo in vitro de material
vegetal de plantas con actividad antihelmintica podria considerarse como una
alternativa para la obtencién de productos antiparasitarios en el caso de
endemismos, plantas en peligro de extincion o cuyo acceso o disponibilidad sea
€scaso.

Los compuestos obtenidos de cultivos in vitro de material vegetal de Ruta
pinnata no muestran actividad anticoccididsica, por lo que la metodologia
utilizada para la elaboracion de estos productos vegetales no permitiria la
obtencién de compuestos activos frente a Eimeria spp.

Los ensayos in vitro de citotoxicidad de R. pinnata, junto con las evidencias del
uso de la planta en animales como alimento habitual o con fines fitoterapicos
en la sabiduria tradicional, indicarian que la toxicidad de la planta seria baja o
nula. De acuerdo con esto, en la experiencia in vivo no se observd ningun signo
clinico asociado a intoxicacién en ninguno de los animales tratados.

Debido a diversos factores que no ha sido posible aclarar en el presente
estudio, entre ellos la dosis y pauta de tratamiento empleados, la vias de
administracion y la formulacion del producto, la administracion de extractos de
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R. pinnata a animales infectados con H. contortus y E. ninakohlyakimovae no
mostrd un efecto tan marcado como el observado en los ensayos in vitro, en
particular a lo referente a la actividad anticoccididsica. A pesar de esto, el
extracto metandlico de frutos maduros fue capaz de reducir de forma
significativa los recuentos fecales de huevos y mejorar del cuadro clinico en los
animales tratados.

Los diferentes extractos obtenidos a partir de Ruta pinnata presentan una
notable actividad antiparasitaria que estd dirigida frente a diversos estados
evolutivos de ambos parasitos; en el caso de H. contortus frente a huevos,
larvas y adultos y, en el caso de E. ninakohlyakimovae, frente a ooquistes y
esporozoitos. Puesto que algunos de estos estados evolutivos son formas
exogenas que se desarrollan en el medio, los extractos serian susceptibles de
ser utilizados, no sélo como anticoccididsicos o antihelminticos, sino también
como antisépticos en el control de ambas enfermedades.
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RESUMEN/SUMMARY

Entre las parasitosis que afectan al ganado caprino destacan, por su prevalencia
y patogenicidad, las producidas por el nematodo Haemonchus contortus y el coccidio
Eimeria ninakohlyakimovae. Ambos infectan principalmente a animales jovenes
causando graves cuadros clinicos que conlleva a grandes pérdidas en la produccion. El
tratamiento y control de las enfermedades parasitarias se ha basado cominmente en
la aplicacion de agentes quimicos como los benzimidazoles y lactonas macrociclicas
para el tratamiento de nematodos, y las sulfonamidas o nitrofurazonas en el caso de
los coccidios. El uso reiterado e inadecuado de estos productos ha llevado al desarrollo
de resistencias, lo cual, sumado al creciente interés de los consumidores por sistemas
de produccién mas organicos, ademas de otras circunstancias, ha llevado a la
busqueda de nuevas alternativas de control y tratamiento, mas econémicas, libres de
residuos y compatibles con métodos de produccion ecoldgicos. Entre estas
alternativas, la fitoterapia ha cobrado, recientemente, una gran importancia en
medicina veterinaria, como demuestra el incremento en el nimero de publicaciones
de los ultimos afios en las que se evalua la actividad de diversas plantas utilizadas en la
medicina tradicional frente a las afecciones causadas por mdultiples parasitos. El
objetivo principal del presente estudio fue evaluar la actividad antihelmintica y
anticoccididsica de extractos naturales elaborados a partir de diversas plantas de la
flora canaria, en particular |la especie endémica Ruta pinnata (R. pinnata), a la que se le
atribuyen diferentes propiedades, tanto dermatoldgicas, antirreumaticas como
antiparasitarias. Se analizaron extractos obtenidos a partir de planta entera de R.
pinnata, R. graveolens y Psoralea bituminosa, frutos en distinto grado de maduracién
de R. pinnata y material vegetal procedente de cultivos in vitro de esta planta. Para la
preparacién de los extractos se emplearon diversos métodos de extraccion y, entre los
analisis, se incluyeron diversos test in vitro, ademas de un ensayo experimental in vivo,
en los cuales se utilizaron diferentes formas evolutivas de los parasitos H. contortus y
E. ninakohlyakimovae. Los resultados de los diferentes ensayos in vitro mostraron que,
en general, los extractos naturales elaborados a partir de las tres plantas presentaban
un grado variable de actividad antihelmintica y anticoccididsica, destacando la
mostrada por los extractos de R. pinnata. Entre los extractos analizados de esta planta,
aquel que mostré mayor actividad fue el extracto metandlico de frutos maduros. Este
extracto redujo de forma significativa la movilidad de las larvas 3 de H. contortus a
concentraciones reducidas y, en mayor o menor medida, inhibid el desarrollo larvario,
detuvo el desarrollo de los huevos y comprometié la viabilidad de los vermes adultos.
Asi mismo, dicho extracto fue capaz de inhibir la esporulacién de los ooquistes de E.
ninakohlyakimovae y afecté de forma significativa tanto la viabilidad de los
esporozoitos como su capacidad para invadir células. Por otro lado, al analizar los
extractos procedentes de cultivos in vitro de R. pinnata se observaron resultados muy
dispares dependiendo del medio de cultivo y disolvente utilizado aunque, de forma
general, practicamente todos presentaron un efecto sobre las L3 de H. contortus. El
efecto antihelmintico de la mayoria de ellos fue menor que el mostrado por los
extractos naturales y no pudo demostrarse un efecto anticoccididsico significativo.
Finalmente, los resultados del ensayo in vivo demostraron que, tras el tratamiento con
extractos naturales y procedentes de cultivos in vitro, se reducian los recuentos de
huevos en heces. Sin embargo, mediante este ensayo no pudo demostrarse un efecto
claro de ninguno de los dos extractos sobre los recuentos de ooquistes en heces. De
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forma global, el presente estudio ha permitido demostrar una importante actividad
antihelmintica en la planta endémica canaria R. pinnata frente al nematodo caprino H.
contortus y una moderada actividad anticoccididsica frente al coccidio E.
ninakohlyakimovae. El mecanismo de actuaciéon, asi como los componentes
responsables de la actividad antiparasitaria de los diferentes extractos aun se
desconocen, lo cual abre un abanico de posibilidades para futuros trabajos, en los que
se podrian incluir, ademas, nuevos estudios in vivo en los que se evallen diferentes
formas de presentacién, otras vias de administracién y distintas dosis, entre otros
aspectos. Por Uultimo, no seria descartable la evaluacion de nuevos extractos
(naturales, in vitro o sintéticos) e, incluso, la realizacién de ensayos con otros parasitos
de importancia, no sélo en veterinaria, sino también en medicina humana.
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The parasitosis produced by the nematode Haemonchus contortus and the
coccidia Eimeria ninakohlyakimovae are among the most important for goat industry
because of their prevalence and pathogenicity. Both parasites mainly infect young
animals causing serious clinical features that, leading to substantial production losses.
Treatment and control of parasitic diseases has been commonly based on the
application of chemical agents like benzimidazoles and macrocyclical lactones for the
nematode treatment and sulphonamides or triazine derivates in case of coccidiosis.
However, the intensive and inappropriate use of these products has led to the
development of drug resistance, which, together with to the growing interest of
consumers for more organic production systems, as well as other circumstances, has
led to the search for new alternatives for control and treatment, more economic, free
of residues and compatible with ecological production methods. Among these
alternatives, phytotherapy has gained a great importance in veterinary medicine, as
shown by the increased number of publications of recent years that evaluates the
activity of different plants used in traditional medicine against the diseases caused by
multiple parasites. The main objective of the present study was to evaluate the
anthelmintic and anticoccidial activity of natural extracts from different plants of the
Canarian flora, in particular those of the endemic species Ruta pinnata (R. pinnata), to
whom both dermatological, antirheumatic and de-worming properties have been
attributed. Different extracts obtained from the whole plant of R. pinnata, R.
graveolens and Psoralea bituminosa, as well as from fruits in varying degrees of
maturation of R. pinnata and vegetable material from in vitro cultures of this plant
were analysed. For the preparation of the extracts different methods of extraction
were carried out, and the analysis included several in vitro tests using different
parasite stages of both H. contortus and E. ninakholyakimovae. Additionally, an in vivo
experiment for the assessment of the antiparasitic activity of R. pinnata was
addressed. The results of the in vitro assays showed that, in general, natural extracts
made from the three plants had a variable degree of anthelmintic and anticoccidial
activity, particularly those of R. pinnata. Between tested extracts of this plant,
methanolic extracts from mature fruits were those that showed the greatest activity.
This extract significantly reduced the mobility of H. contortus L3 larvae at low
concentrations and, to a varying extent, inhibited larval development, stopped the
development of eggs and compromised the viability of adult worms. Likewise, this
extract was able to inhibit the sporulation of E. ninakohlyakimovae oocysts and
significantly affected both the viability of the sporozoites and its ability to invade cells.
On the other hand, depending on the medium used for cultivation and the solvent
employed at the extraction, a varying degree of activity against H. contortus L3 was
observed in almost all the extracts made from in vitro cultures of R. pinnata. The
anthelmintic effect of most of the in vitro derived products was less than that shown
by natural extracts and failed to show a significant anticoccidial effect. Finally, the in
vivo test results showed that, after treatment with both natural and in vitro derived
extracts, the fecal egg counts were reduced. However, this trial failed to show a clear
effect on fecal oocyst excretion. Globally, the present study could demonstrate an
important anthelmintic activity in the Canarian endemic plant R. pinnata against the
goat nematode H. contortus and a moderate activity against the coccidia E.
ninakohlyakimovae. The mechanisms of action, as well as the components responsible
for the antiparasitic activity of the different extracts are still unknown, which opens up

143



RESUMEN/SUMMARY

a range of possibilities for future work, that could include, in addition, new in vivo
studies for the evaluation of different forms of presentation, other routes of
administration and different doses, among other aspects. Finally, the evaluation of
new extracts (natural, in vitro or synthetic) or even the assessment with other
parasites, either of animal or human interest, would not be ruled out.
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