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Resumen

Se realizaron dos experimentos para evaluar el efecto anticoccidial del extracto
etandlico del fruto de Enterolobium cyclocarpum (EC) en el alimento de pollos
Leghorn. En ambos experimentos, se infectd a las aves con 11,000 ooquistes
esporulados atenuados de Eimeria spp. En el primer experimento, se evalu6 el
extracto cuando la infeccién estaba en periodo patente, y en el segundo, con la
infeccion en periodo pre-patente y patente.

En el experimento uno se emplearon cinco tratamientos; tres con EC (150, 300 y
450 mg/kg de alimento), con decoquinato (C) y sin anticoccidial (SC). Los
tratamientos se ofrecieron del dia cinco al catorce post-infeccion. Se midi6 el
namero de ooquistes en heces, consumo de alimento y peso vivo. El dia 14 post-
infeccion los tratamientos con EC eliminaron menos ooquistes en comparacion
con el tratamiento SC (P<0.05). Los resultados obtenidos indican que la inclusién
de EC no afecté el consumo de alimento, pero redujo el peso vivo. En el
experimento dos se utilizaron seis tratamientos, cinco idénticos a los del primer
experimento, y un tratamiento con polietilenglicol en el nivel 300 mg/kg de EC
(E300PEG). Los tratamientos se ofrecieron cinco dias antes de infectar a las aves
hasta el dia trece post-infeccion. El dia 13 post-infeccion, los tratamientos con EC
y E300PEG eliminaron cantidades semejantes de ooquistes que el tratamiento C
(P>0.05), sin embargo, se observd una reduccién significativa en comparacion con
el tratamiento SC (P<0.05). El consumo de alimento no se afectd por la utilizaciéon
de los tratamientos con EC, sin embargo, la ganancia de peso fue menor en
comparacién con el tratamiento C (P<0.05). Los tratamientos E300PEG y C
tuvieron ganancias de peso similares (P>0.05). Los resultados obtenidos sugieren
gue el uso del tratamiento E300PEG redujo la excrecién de ooquistes y mejoro la

ganancia de peso, demostrando resultados semejantes al tratamiento C.
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SUMMARY

Two experiments were performed to evaluate the anticoccidial effect of ethanolic
extract from the fruit of Enterolobium cyclocarpum (EC) in feed of Leghorn
chickens. In both, the birds were infected with 11,000 attenuated sporulated
oocysts of Eimeria spp. In the first experiment, the extract was evaluated in a
patent period of infection. In the second, in pre-patent and patent period of
infection.

In experiment 1 five treatments were used; three with EC (150, 300 and 450 mg/kg
of feed), with decoquinate (C) and without anticoccidial (W) we used. The
treatments were offered on days five to fourteen post-infection. Oocysts in faeces,
feed intake and live weight were determinated. The treatments with EC showed
lower elimination of oocysts compared to the treatment WA on day 14 post-
infection (P<0.05). The EC did not affect feed intake (P>0.05), but, reduced live
weight gain (P<0.05). Results shown that EC treatments were effective to reduce
oocysts excretion on day 14, however, live weight gain was affected negatively. In
experiment 2: six treatments were used, five identical to those of the first
experiment, and one more with polyethylene glycol in 300 mg kg of EC treatment
(E300PEG). The treatments were offered five days before infecting the birds until
day thirteen post-infection. The EC and E300PEG treatments showed oocyst
elimination similar to treatment C on day 13 post-infection (P> 0.05), nevertheless,
less than WA (P< 0.05). Feed intake was not affected in EC treatments (P>0.05),
however, a reduction of live weight was observed in comparision whith SC
treatment (P<0.05). The E300PEG and C treatment had similar live weight gain
(P>0.05). Results suggests that utilization of E300PEG reduce oocysts excretion

and improve live weight gain, showed similar results to C treatment.

Keywords
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I. INTRODUCCION

Desde la década de los 40°s en la industria avicola se implementd el uso de
farmacos cuyo efecto para controlar, ya sea regulando o eliminando en su
totalidad, al protozoario Eimeria spp. resultd Gtil para evitar la enfermedad que
éste parasito ocasiona; la coccidiosis (McDougald y Fitz, 2008; Peek y Landman,
2011; Abbas et al.,, 2011). Hasta tiempos recientes, el uso de farmacos
anticoccidiales, incluidos en el alimento de los pollos, es la manera mas comun de
controlar a Eimeria spp. (Witcombe y Smith, 2014). Impedir la presencia de
coccidiosis en un lote de pollos se traduce en desempefios productivos
pertinentes, evitando consecuencias como retraso en el crecimiento, incremento
en la conversion alimenticia y mortalidad excesiva (Kostadinovic et al., 2015;

Swaggerty et al., 2015).

Sin embargo, el uso inadecuado, desmedido e inconsciente de farmacos
anticoccidiales provocé que, a tan sélo unos afios de su aparicion, comenzaran a
reportarse casos de resistencia del parasito (De Gussem, 2007; Abbas et al.,
2011; Witcombe y Smith, 2014). En 2016, la Federacion de Veterinarios de Europa
plante6 vigilar el uso de anticoccidiales. Adicionalmente, en la actualidad, los
consumidores siendo mas conscientes de la posible presencia de residuos de
farmacos en los alimentos de origen animal prefieren adquirir productos organicos
0 mas “naturales” (Cervantes, 2015). Lo anterior, ha desencadenado el interés en
conocer plantas con compuestos secundarios que pueden ser una fuente
alternativa de aditivos para mejorar la salud animal y los resultados productivos
(Wallace et al., 2010).

En avicultura, se ha considerado el uso de plantas que poseen sustancias
bioactivas que manifiestan efecto contra Eimeria spp. cuando son incluidas en la
dieta de pollos (Jang et al., 2007; Naidoo et al.,, 2008; Hassan et al., 2008;

Kostadinovic et al., 2015), ya sea en forma de harina (Brisibe et al., 2008; Hassan



et al., 2008) o de extracto en el alimento (Youn y Noh, 2001; Naidoo et al., 2008),

o en el agua de bebida de las aves (Youn y Noh, 2001).

De la composicién de las plantas, lo valioso se encuentra en los componentes que
manifiestan actividad contra protozoarios, como la Eimeria spp., siendo que
compuestos antioxidantes como flavonoides, papaina, acidos grasos omega 3 y
taninos, los afectan debido a que inducen estrés oxidativo (Abbas et al., 2012a).
Adicionalmente, las saponinas provocan la muerte de protozoarios debido a que
interactian uniéndose a las moléculas de esterol de la superficie de la membrana
de dichos organismos (McAllister et al., 2001; Francis et al., 2002), situacién
confirmada con la reduccién del nimero de protozoarios ciliados de liquido ruminal
(Koenig et al., 2007; Mao et al., 2010).

Relacionado con lo anterior, se tiene que el Enterolobium cyclocarpum (EC) es
una planta rica en saponinas que ha demostrado actividad defaunante (Lazos-
Balbuena, 2016; Albores-Moreno et al., 2017). Sin embargo, no existen estudios
acerca de su efecto sobre Eimeria en aves de corral. El extracto metandlico de las
hojas y el extracto etandlico del fruto de EC han manifestado actividad in vitro
contra protozoarios ruminales (Hess et al., 2003; Monforte-Bricefio et al., 2005). El
efecto de los extractos mencionados se atribuye a la presencia de saponinas,

fenoles y taninos condensados (Hess et al., 2003; Monforte-Bricefio et al., 2005).

Ante esto surge la siguiente incégnita: ¢El extracto etandlico del fruto de
Enterolobium cyclocarpum tendra efecto contra Eimeria spp. en pollos?, esto con
la intencién de poder emplearlo como una alternativa no convencional para el
control de la coccidiosis aviar. Por lo tanto, el presente trabajo tiene como objetivo
evaluar el efecto anticoccidial del extracto etandlico del fruto de E. cyclocarpum
sobre el numero de ooquistes en heces, lesiones macroscépicas en intestino, el

consumo de alimento y el peso vivo en aves.



II. MARCO TEORICO

2.1. Lacoccidiosis aviar
2.1.1. Etiologia

La coccidiosis es una enfermedad infecciosa ocasionada por un protozoario
intracelular del phylum Apicomplexa, cuyos miembros de género son Eimeria,
Isospora y Cryptospora, siendo su sitio de reproduccion el tracto intestinal

(Kostadinovic et al., 2015; Swaggerty et al., 2015).

En aves, las especies del género Eimeria spp. viven en el citoplasma y se nutren
por 6smosis en la célula hospedera a la cual destruyen al multiplicarse. El
ooquiste, es la fase infectante, tiene dos membranas, la externa de fosfolipidos y
acidos grasos, y la interna de proteinas y glucoproteinas, adicionalmente, posee
una pared con tres capas (McDougald y Fitz, 2008; Moreno, 2009; Quiroz y
Dantan, 2015). Las diferentes especies del parasito provocan diarrea, retraso en el
crecimiento, incremento en la conversion alimenticia y la mortalidad, ocasionando
grandes pérdidas econOomicas en la industria avicola (Peek y Landman, 2011;
Kostadinovic et al., 2015; Swaggerty et al., 2015).

Sharman et al. (2010) y Abbas et al. (2012a) mencionan que los casos de
coccidiosis tienen distribucion mundial. En México, la enfermedad esta presente
en las zonas avicolas, es decir, en los estados de Sinaloa, Nuevo Ledn, Jalisco,
Guanajuato, Querétaro, México, Morelos, Veracruz, Tabasco, Chiapas y Yucatan,

entre otros (Moreno, 2009).
2.1.2. Especies de Eimeria en pollos

Las especies de Eimeria spp. causantes de la coccidiosis en pollos son: E.

acervulina, E. tenella, E. maxima, E. brunetti, E. mitis, E. necatrix y E. praecox,



cada una con caracteristicas propias (McDougald y Fitz, 2008; Sharman et al.,

2010; Witcombe y Smith, 2014), que se presentan en los cuadros 1y 2.

Cuadro 1. Sitio de lesién, tamafio y forma del ooquiste segun la especie de Eimeria

Sitio de la lesién Tamario del ooquiste (um)
Especie Forma
Longitud Ancho
E. tenella Ciego 19.5-26.0 16.5-22.8 Ovoide
E. acervulina  Duodeno, ileon 17.7-20.2 13.7-16.3 Ovoide
E. necatrix Intestino medio 13.2-22.7 11.3-18.3 Ovoidal
E. maxima Intestino medio 21.5-42.5 16.5-29.8 Ovoide
E. mitis Intestino anterior 11.7-18.7 11.0-18.0 Subesférico
E. praecox Intestino anterior 19.8-24.7 15.7-19.8 Ovoide
E. brunetti Intestino bajo 20.7-30.3 18.1-24.2 Ovoide

*Basado en Levine (1995), Kostadinovic et al. (2015).

Cuadro 2. Periodo pre-patente, patogenicidad e inmunogenicidad
segun la especie de Eimeria

Periodo pre-
Especie patente Patogenicidad Inmunogenicidad
(dias)

E. tenella 6 Alta a severa Baja

E. acervulina 4 Moderada a alta Moderada

E. necatrix 6 Moderada a alta Baja

E. maxima 5-6 Moderada Alta a severa

E. mitis 4-5 Baja Moderada

E. praecox 4 Baja Moderada

E. brunetti 5 Moderada Alta

*Basado en Levine (1995), Witcombe y Smith (2014), Kostadinovic, et al. (2015).

De acuerdo a su grado de patogenicidad, en México son cuatro especies las mas
importantes: E. tenella, E. acervulina, E. brunetti y E. maxima (Moreno, 2009). En
el estado de Morelos, Gay et al. (2009) lograron detectar, identificar y diferenciar a
E. maxima, E. acervulina, E. tenella y E. praecox. Por su parte, Moreno e Ibarra
(2002) reportan que en el estado de Veracruz se encontré la presencia de E.
Tenella (57%), E. acervulina (17%), E. brunetti (13%) y E. maxima (13%).

En Yucatan, Rodriguez et al. (2001) evaluaron 211 muestras de heces fecales de

aves de corral, y encontraron parasitos gastrointestinales con prevalencias de:



Eimeria spp. (53.08%), Heterakis sp. (15.17%), Ascaridia sp. (15.16%) y Capilaria
sp. (6.63%). Por otra parte, Gutiérrez-Triay, et al. (2007) mencionan que en un
municipio de Yucatan entre las principales causas de mortalidad en aves de
traspatio se encuentran: catarro (67.3%), viruela (30.4%) y diarrea (28.4%),
recordando que uno de los principales signos clinicos de la coccidiosis es la
diarrea (Kostadinovic et al. 2015; Swaggerty et al., 2015).

2.1.3. Signos clinicos de las especies importantes de Eimeria spp.

En la industria avicola, las especies de Eimeria spp. de mayor importancia son E.
tenella, E. acervulina y E. maxima (Ogedengbe et al., 2011; Quiroz y Dantan,
2015). E. tenella, es la especie mas conocida en pollos, habita y lesiona el ciego
(Swaggerty et al., 2015). Caracterizada por la presencia de heces con sangre,
pérdida de pigmentacion en piel e incremento de la mortalidad de 5 a 6 dias post-
infeccion y grandes pérdidas de peso 7 dias post-infeccién (Pop et al., 2015). Por
su parte, E. acervulina, es la especie mas comun, produce lesiones blancas en la
parte superior del intestino delgado de las aves (Pop et al., 2015; Swaggerty et al.,
2015), los signos que produce son heces acuosas con mucosidad (4 dias post-
infeccion), pérdida de carotenoides y xantofilas, en sangre y piel respectivamente,
a causa de una mala absorcion (McDougald y Fitz, 2008). Finalmente, E. maxima,
produce petequias en la parte media del intestino delgado dirigiéndose hacia la
parte baja del duodeno pasando al diverticulo del saco vitelino, y en infecciones
severas puede extenderse por todo el intestino delgado (Swaggerty et al., 2015).
Infecciones de 50-200 x10° ooquistes provocan diarrea. De 5 a 8 dias post-
infeccidn, los ooquistes que se liberan del enterocito ocasionan dafios severos a
los tejidos (Pop et al., 2015).

2.1.4. Comportamiento productivo de pollos infectados con Eimeria spp.

La presencia de Eimeria spp. en los lotes de aves, provoca deficiencias en los
parametros productivos, con principal énfasis en bajas ganancias de peso y

cambios en la conversion alimenticia y mortalidad (De Gussem, 2007;



Kostadinovic et al. 2015; Swaggerty et al., 2015). Las guias de manejo de pollo de
engorda, nos proporcionan los valores adecuados de los pardmetros productivos
para las lineas genéticas de manera especifica, por lo tanto, los cambios

observados en el lote deben ser comparadas con dichos documentos.

Eimeria tenella provoca alta mortalidad y morbilidad, pérdidas de peso y
emaciacion en las aves (Pop et al., 2015). E. acervulina, provoca reduccion en las
ganancias de peso, proporcionales a la dosis de infeccion. Infecciones severas
resultan en muertes, e infecciones moderadas se manifiestan en pérdidas de peso
y elevada conversion alimenticia (McDougald y Fitz, 2008). Infecciones de 50-200
x10% ooquistes de E. maxima, provocan baja ganancia de peso, morbilidad y en
ocasiones mortalidad. Con una ingesta de 100,000 ooquistes, se puede producir
un 30% de mortalidad en pollos de 5 semanas de edad (Pop et al., 2015).

2.2. Estrategias de control de la coccidiosis en pollos

Los brotes de coccidiosis pueden prevenirse con una adecuada cuarentena,
desinfeccién y sanitizacién de la caseta (Swaggerty et al., 2015). Sin embargo, los
ooquistes pueden estar presentes en el corral, principalmente en camas humedas,
y pueden ser mas numerosos entre las 3 y 5 semanas de edad de los pollos
(McDougald y Fitz, 2008). Por lo tanto, se debe procurar mantener el numero de
los mismos en una cantidad que no provoque un brote, hasta que el hospedero
tenga una inmunidad suficiente, para responder adecuadamente a infecciones

severas (Kostadinovic et al., 2015).

Los programas de control de coccidiosis en pollos, se basan principalmente en la
inclusién de anticoccidial en el alimento (Peek y Landman, 2011). En algunos
casos, se emplean vacunas con ooquistes vivos o atenuados (Quiroz y Dantén,
2015; Gyorke et al., 2016). Recientemente, la atencion se ha dirigido al estudio de
plantas con componentes bioactivos que muestran efecto anticoccidial cuando son
incluidos en el alimento (De Pablos et al., 2010; Ahad et al., 2017; Wang et al.,
2017).



2.2.1. Farmacos de efecto anticoccidial incluidos en el alimento

Comunmente se emplean farmacos anticoccidiales (coccidicida o coccidiostato) en
la crianza de pollos (Witcombe y Smith, 2014). Su aparicion en la industria avicola
fue en la década de los 40°s primero con la inclusion de sulfonamidas en el
alimento, luego aparecieron iondéforos, quinolonas, amprolium, nicarbazina,
robenidina, entre otros (Peek y Landman, 2011; Abbas et al., 2011). El modo de
accion de los farmacos se basa en cambios en el metabolismo, sintesis, nutricion
u homeostasis del parasito (McDougald y Fitz, 2008; Abbas et al., 2011; Quiroz y
Dantan, 2015). En el cuadro 3 se especifican los modos de accion de
anticoccidiales empleados en la produccion avicola.

Cuadro 3. Modo de accién de anticoccidiales empleados en pollos

Farmaco Accién Modo de accion Fase del ciclo Especie
que afecta estudiada
Sulfonamidas  Cocidiostato Competencia por incorporacion del Segunday E. tenella
PABA! dltima
Inhibicién de la sintesis del &cido folico  generacion de
esquizontes
Amprolium Cocidiostato Analogo de la tiamina; competencia Segunda E. tenella
por la absorcion de la misma generacion de
esquizontes
Decoquinato  Cocidiostato Inhibicion de la respiracion por bloqueo Esporozoitos E. tenella
de transporte de electrones en la
mitocondria del parasito
Clopidol Cocidiostato Afecta el transporte de electrones Esporozoitos E. tenella
Benzenoami- Desacoplamiento o estrés oxidativo Esporozoitos Varias
nas especies
Monensina Cocidiostato Fosforilacion Esporozoitos E. tenella
sédica Afluencia de iones de sodio
Robenidina Cocidiostato Enlaza proteinas y provoca el Multiples Varias
desacoplamiento de las mitocondrias estadios especies
del parésito
Halofuginona  Coccidicida Alcaloide, se sospecha que suprime la  Estadios Varias
produccion de oocistos asexuales especies
Salomicinay  Coccidiostato  Transporte catidnico a través de la Esporozoitosy Varias
lonéforos membrana celular merozoitos especies
Diclazuril Coccidiostato  Analogo de nucle6tido Estadios E. tenella
sexuales y
asexuales
Toltrazuril Coccidiostato ~ Accién contra genoma. Altera la Muiltiples Varias
cadena respiratoria. Afecta a enzimas  estadios especies

involucradas en sintesis de
pyrimidinma (parasito)

*Basado en Abbas et al. (2011) y Bozkurt et al. (2013).

LPABA: Acido para-Aminobenzoico



Es recomendable la rotacion del farmaco, procurando emplear aquellos con
diferentes modos de accion (programas duales o de rotacion), para evitar
situaciones de resistencia a los mismos o0 residuos quimicos en la carne
(Swaggerty et al.,, 2015). Por su parte, la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA, 2008) menciona farmacos anticoccidiales autorizados, en

dosis, tiempos de uso y tiempos de retiro.

No obstante, el uso descontrolado e irracional de farmacos anticoccidiales ha
provocado reduccion de la sensibilidad y aumento en la resistencia a los mismos,
ademas de que pudiesen quedar residuos en la carne (De Gussem, 2007; Abbas
et al., 2011; Witcombe y Smith, 2014). Desde hace varios afos existen reportes de
resistencia de Eimeria spp. a los farmacos usualmente empleados en el alimento
de pollos (ver Cuadro 4), es por ello que se plantea como una necesidad evitar el

uso de farmacos para controlar la coccidiosis.

Cuadro 4. Casos de resistencia del parasito Eimeria a anticoccidiales

Farmaco Afo de Pais en que se observo Afo en que se
introduccion resistencia observo resistencia
Sulfaquinoxalina 1948 EUA, India 1954, 1979
Nitrofurazona 1948 EUA, India 1955, 1979
Nitracarbazina 1955 Gran Bretafa, India, Alemania 1964, 1979, 1997
Amprolio 1960 Gran Bretafia, India 1964, 1979
Cloripol 1966 India 1979
Monensina 1971 EUA, Gran Bretafia, Alemania 1974, 1982, 1997
Robenidina 1972 EUA, Alemania 1974,1997
Halofuginona 1975 Francia, Alemania 1986, 1997
Lasolacida 1976 EUA 1977
Salinomicina 1983 EUA, Alemania, India, 1989, 1997, 2001,
Pakistan 2008
Narasina 1977 EUA 1977
Diclazuril 1990 Brasil, Alemania 1994, 1997
Toltrazuril 1986 Holanda, Alemania 1993, 1997

*Basado en Abbas et al. (2011), Witcombe y Smith (2014).

En México, las sustancias mas usadas para evitar la coccidiosis son las sulfas
(Sulfaquinoxalina, Sulfacloropiridazina, Sulfadimidina), el Amprolio y el Toltrazuril
(Bafundo, 2009).

2.2.2. Uso de plantas con efecto anticoccidial como alternativa de control



Los reportes de resistencia a farmacos comerciales de efecto anticoccidial,
conjugado con las nuevas exigencias del mercado por productos mas naturales,
han llevado a la busqueda de alternativas no convencionales, siendo el empleo de
insumos regionales una opcion atractiva (Abbas et al., 2012b; Bozkurt et al., 2013;
Kostadinovic et al., 2015; Quiroz y Dantan, 2015). El interés se encuentra en el
estudio de plantas con componentes bioactivos que muestran efecto anticoccidial
cuando son incluidos en el alimento de pollos (Jang et al., 2007; Hassan et al.,
2008; De Pabilos et al., 2010; Ahad et al., 2017).

Por su parte, Jang et al. (2007), probaron la eficacia de Camellia sinensis, planta
que contiene compuestos polifendlicos (catequinas: epicatequina, galato de
epicatequina, epigalocatequina y galato de epigalocatequina) en pollos machos de
siete semanas de edad. La inclusion (0.5% y 2.0%) de las hojas contra la infeccién
de E. maxima, tuvo una limitada reduccion en la excrecion de ooquistes en heces

y no mejoré las ganancias de peso.

Asimismo, Brisibe et al. (2008) estudiaron el efecto de la inclusién de dos niveles
(10 % y 20 %) de harina de hojas de Artemisia annua en pollos Leghorn infectados
el dia 7 de edad con E. tenella. Encontraron un efecto semejante a farmacos
anticoccidiales (amprolio) en pollos en cuanto a nUmero de ooquistes y a ganancia
de peso, ya que no se encontré diferencia significativa entre grupos, aunque los
pollos suplementados con harina de hojas de A. annua tuvieron mejores

consumos de alimento.

Se han estudiado los extractos de acetona de las hojas y ramas de Artemisia afra
(150 mg/Kg), hojas de Combretum woodii (210 mg/Kg) y fragmentos de la planta
entera de Tulbaghia violacea (35 mg/Kg), en una infeccion artificial de E. tenella,
E. maxima y E. acervulina (100,000 ooquistes/ave) en pollos (Naidoo et al., 2008).
Cuando las aves manifestaron signos clinicos de coccidiosis se les ofrecio via oral
1ml/ave por cinco dias en comparacion con el uso por dos dias de 20 mg/kg via

oral de toltrazuril. Encontraron que el grupo de aves que consumieron T. violacea



tuvo conversiones alimenticias ligeramente elevadas con respecto al farmaco
comercial, pero logré reducir el nUmero de ooquistes en heces, sin embargo, éste

efecto desaparecié cuando se suspendi6 el tratamiento.

La suplementacion con 0.1%, 0.3% y 0.5% de harina de Aloe vera en pollos de 3
dias de edad, redujo significativamente las lesiones en intestino y el numero de
ooquistes de E. maxima, sugiriendo que ocurrid una interaccion con células
intermediarias de la respuesta inmune que contribuyeron a la formacion de

anticuerpos durante la infeccion por coccidias (Yim et al., 2011).

De igual manera, se han evaluado tres tipos de extracto (en hexano, metanol y
agua) de la cascara de fruta de Punica granatum, en pollos de 19 dias de edad
infectados artificialmente contra E. tenella (4,000 ooquistes/ave), a los cuales se
les inocularon diferentes dosis de los extractos en el dia 6, 7, 8 y 9 post-infeccién.
Se encontré que el extracto crudo metandlico de la cascara de fruta de P.
granatum manifesté eficacia significativa en comparacion con el farmaco comercial
amprolio, a una dosis de 300 mg/kg de peso vivo, reduciendo el niumero de
ooquistes, manteniendo una conversion alimenticia semejante a dicho farmaco, sin
embargo, manifestd ganancias de peso ligeramente inferiores que con el uso de
amprolio (Ahad et al., 2017).

Por su parte, Bozkurt et al. (2013), Kostadinovic et al. (2015) y Quiroz y Dantan
(2015), han realizado resefias de trabajos realizados con plantas y sus
componentes que presentan actividad contra diferentes especies de Eimeria spp.
en pollos, de acuerdo con los estudios a los que hacen referencia, entre las
sustancias o productos quimicos sintetizados por las plantas que manifiestan
actividad contra Eimeria spp. se encuentran; artemisinina, alicina, fenoles,
papaina, acido maslinico, berberina, flavonoides, taninos condensados,

saponinas, entre otros.

De acuerdo con Abbas et al. (2012a), compuestos antioxidantes como la betaina,

flavonoides, papaina, acidos grasos omega 3 y taninos, pueden ser letales para
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Eimeria debido a que inducen estrés oxidativo, y al menos para el caso de E.
tenella, los ooquistes esporulados y los esporozoitos son deficientes de enzima

superoxidasa.

Las saponinas son relevantes, debido a que, como mencionan Francis et al.
(2002) y McAllister et al. (2001), manifiestan actividad antiprotozoaria,
presumiblemente, debido a que interactian uniéndose a las moléculas de esterol
presentes en las superficies de la membrana de las células protozoarias, de tal
forma que provocan la muerte del organismo. En el mismo sentido, Wina et al.
(2005) afirman que la interaccidn saponina-colesterol en las membranas celulares
de protozoarios ruminales es lo que provoca la ruptura de la célula. La interaccion
entre saponina-esteroles provoca la desestabilizacion de la membrana celular e
incrementa su permeabilidad (Price et al.,, 1987; Gee y Johnson, 1988).
Adicionalmente, Abbas et al. (2012b) mencionan que las saponinas esteroidales
de la Yucca schidigera tiene actividad surfactante, de tal manera que reducen la
tension superficial de los fluidos promoviendo una mejor absorcion de nutrientes

por el epitelio intestinal.

Hassan et al. (2008) incluyeron un 5% de harina de Gyamopsis tetragonoloba,
fabacea con altos niveles de saponinas, en el alimento de pollos infectados
artificialmente con Eimeria tenella (5000 ooquistes) a los 10 dias de edad por via
oral, se hicieron recolectas de heces del dia 6 al 10 después de la infeccion,
encontrando una reduccién en el numero de ooquistes excretados y la diarrea
sanguinolenta en heces, sin afectar la ganancia de peso ni la conversion

alimenticia.

Rambozzi et al. (2011) evaluaron el potencial del extracto comercial de saponinas
Yucca shidigera en terneros de 7-18 meses de edad infectados naturalmente con
Eimeria spp. en comparacion con monensina sodica, se realizaron 5 mediciones
de ooquistes en heces con intervalos de 15 dias entre ellas, y peso vivo al dia 0y

75 de infeccion. Se encontré que a una dosis de 15 g/animal/dia de extracto de
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saponinas Yucca shidigera ofrecida en el alimento reduce el nUmero de ooquistes
por gramo de heces de manera semejante a la monensina sédica, sin embargo,
los animales que consumieron monensina sédica tuvieron mejores ganancias de

peso.

El efecto de extracto comercial de saponinas de Quillaja saponaria, se evalud
empleado tres niveles de inclusion (125 ppm, 250 ppm y 500 ppm) en el agua de
bebida de pollos de 11 dias de edad, y tres dias después fueron infectados
artificialmente con 15 veces la dosis recomendada de una vacuna comercial que
contenia E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. necatrix y E. tenella,
encontrando mayor reduccion en el numero de ooquistes por gramo de heces con
la dosis de 250 ppm, en comparacion con los otros dos niveles, en los dias 8y 9
post-infeccion, y en las lesiones macroscépicas del intestino de las aves (Espejo,
2014).

Con base en la informacion mencionada, se sugiere que las plantas cuyos
metabolitos secundarios funcionan como compuestos bioactivos, como las
saponinas, flavonoides, fenoles y taninos condensados, entre otros, pueden ser
una alternativa en el control de la coccidiosis en pollos (Bozkurt et. al., 2013;
Kostadinovic et al., 2015; Quiroz y Dantan, 2015). Inclusive, a nivel comercial
existen productos reconocidos como aditivos alimentarios, que son resultado de la
combinacion de diversas plantas que contienen componentes bioactivos con
efecto coccidicida o coccidiostato: Cocci-Guard (DPI Global, USA), una férmula
que contiene Quercus infectoria, Rhus chinensis y Terminalia chebula (Kemin
Industries, USA), Apacox (GreenVet, Italy) y BP formula a base de Bidens pilosa y

otras plantas (Ta-Fong Inc., Taiwan).

2.3. Enterolobium cyclocarpum (Jacq.) Griseb

El Enterolobium cyclocarpum es una de las especies de leguminosas mas
importantes en el tropico americano, es una fuente potencial de proteinas

(Barrientos et al., 2015). En México, se encuentra a lo largo del Golfo de México

12



desde Tamaulipas hasta Yucatan y en la costa del Pacifico desde Sinaloa hasta
Chiapas (Serratos et al., 2008).

El arbol desprende sus frutos en forma de vaina ancha, aplanada, curva e
indehiscente durante los meses de abril, mayo y junio, teniendo una produccion
anual de 725 kg. Las semillas maduras tienen una testa dura e impermeable
(Jiménez-Hernandez, 2011; Albores-Moreno et al., 2017). El fruto maduro
completo puede ser consumido por rumiantes en pastoreo, y cuando es cocido
puede incluirse como alimento para animales monogastricos (Jiménez-Hernandez,
2011). Los frutos y las hojas se emplean tanto para alimento de animales como
para uso humano, éste ultimo lo usa como combustible o herramientas, y en forma

cocida y tostada o cocida al vapor logra ingerirlo (Serratos et al., 2008).

En la semilla se reporta un 36% de proteina cruda, con un rango de 112 a 266
g/kg de materia seca, fibra detergente neutro de entre 283 a 515 g/kg de materia
seca (Monforte-Bricefio et al., 2005). En las semillas y en el follaje se encuentran
factores antinutricionales como inhibidores de tripsina, glucésidos cianogénicos y
saponinas (Sotelo et al., 1980; Aguilar y Zolla, 1982). La composicién quimica del

fruto de E. cyclocarpum que ha sido estudiada, se presenta en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Composicion del fruto de Enterolobium cyclocarpum

Componente Cantidad Referencia
Materia seca 90.5 % Alvarez et al. (2003)
73 % Serratos et al. (2008)
90.9 % Garcia-Montes de Oca et al. (2011)
96 % Albores-Moreno et al. (2017)
Proteina cruda 17.2 % Alvarez et al. (2003)
26.3 % Serratos et al. (2008)
16.6 % Garcia-Montes de Oca et al. (2011)

164g/Kg (MS)

K0-Vera et al. (2013)

19.5 % Hernandez-Morales et al. (2018)
Fibra cruda 10.3% Alvarez et al. (2003)
49% Serratos et al. (2008)
Fibra Detergente Neutro 36.10 % Garcia-Montes de Oca et al. (2011)
339g/Kg (MS) Ku-Vera et al. (2013)
30.09 % Albores-Moreno et. al. (2017)
28.38 % Hernandez-Morales et al. (2018)
Fibra Detergente Acido 26.2 % Garcia-Montes de Oca et al. (2011)

221g/Kg (MS)
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20.4 % Hernandez-Morales et al. (2018)

Lignina 10.7 % Garcia-Montes de Oca et al. (2011)
8.99 % Albores-Moreno et. al. (2017)
Extracto etéreo 2.37% Velasco et al. (1997)*Sélo vaina
2.8 % Serratos et al. (2008)
Extracto libre de nitrégeno 64.9 % Velasco et al. (1997) *S¢lo vaina
63.1 % Serratos et al. (2008)
Cenizas 29% Serratos et al. (2008)
4.13 % Hernandez-Morales et al. (2018)
Saponinas 19 mg/g (MS) Hess et al. (2003)

33 mg/g (MS) Canul (2015)
29mg/g (MS) Albores-Moreno et. al. (2017)
Taninos condensados 52 mg/g (MS) Hess et al. (2003)

2.3.1. E. cyclocarpum como posible planta con potencial anticoccidial

Hasta el momento, Ivan et al. (2004) han evaluado la actividad antiprotozoal del
follaje de Enterolobium cyclocarpum en pruebas in vitro e in vivo en rumiantes, en
el primer caso se presentd una reduccion de un 20-95 % en el nimero de
protozoarios, en la prueba in vivo en donde se suplementdé con 200 g de hojas
secas de E. cyclocarpum en 1kg de alimento, se observd una reduccién de

protozoarios de 49-75 %.

Por otra parte, Hess et al. (2003) evaluaron in vitro el extracto etandlico de los
frutos del Enterolobium cyclocarpum y el de otras dos plantas ricas en saponinas
(Sapindus saponaria y Pithecellobium saman) en protozoarios encontrados en
liquido ruminal, empleando una concentracion de 200 mg/g (saponinas, 19 mg/qg)
de extracto de fruto de E. cyclocarpum, encontrando que provocé una reduccién
de protozoarios menor que Sapindus saponaria, cuyo contenido en saponinas es
el doble, sin embargo, dicho efecto pudiera haber sido provocado por un posible
enmascaramiento dado el mayor suministro de nutrientes, en forma de azlcares,
en estas dietas en comparacion con la dieta control, que no poseia ninguna

inclusion de saponinas.

2.3.2. Componentes del E. cyclocarpum de importancia contra Eimeria

2.3.2.1. Saponinas
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Las saponinas son compuestos secundarios de ciertos animales marinos, y de
algunas plantas, funcionan como barrera de proteccion (Jorg et al.,, 2011), su
principal caracteristica es su sabor amargo (Francis et al., 2002; Moghimipour et
al., 2014).

Las saponinas son glucosidos conformados por un azucar (D-glucosa, D-
galactosa, &cido D-glucoronico, D-xilosa, L-ramnosa o metilpentosa, L-arabinosa)
unida por un enlace glucosidico, en uno o dos sitios de glucolisacion a una porcion
sin azucar denominada aglicona hidréfoba (sapogenina), la cual puede ser
triterpenoide (C30) o esteroide (C27) (Francis et al., 2002; Moghimipour et al.,
2014; Netala et al., 2015).

Las saponinas se clasifican en triterpenoides, esteroides o glucoalcaloides
esteroides, de acuerdo con la naturaleza de su aglicona, asimismo, de acuerdo al
namero de cadenas de azlUcar unidas a su aglicona, se clasifican en
monodesmosidicas (C3), didesmosidicas (C26:C8) y tridesmosidico (Francis et al.,
2002; Netala et al., 2015). La aglicona contiene uno o mas enlaces de carbono
insaturados (Francis et al., 2002; Wina et al., 2005; Moghimipour et al., 2014). La
variabilidad de la estructura de la aglicona, las cadenas laterales y la posicion de
unién del azucar en la aglicona, ocasiona la diversidad en la complejidad de la

saponina (Sen et al., 1998; Francis et al., 2002; Moghimipour et al., 2014).
2.3.2.1.1. Propiedades de las saponinas

Cuando se encuentran en forma de agliconas, sin la presencia de su porcion de
azucar, se denominan sapogeninas, estando en ésta forma manifiestan su
principal caracteristica; su capacidad para formar espumas semejantes al jabon,
cuando se les adiciona un grupo hidrofilico a uno hidrofébico, situacion provocada
por su naturaleza anfifilica (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009; Jorg et al., 2011;
Khan et al., 2012). Adicionalmente, funcionan como humectantes y emulsionantes,
y algunas saponinas son el punto de partida para la semisintesis de farmacos
esteroides (Estrada et al., 2004; Sparg et al., 2004).
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De igual manera, Passos (2005) y Yu et al. (2012) mencionan que las saponinas
poseen propiedades lipofilicas que le otorgan la caracteristica de interactuar con
moléculas de colesterol para formar micelas. Por su parte, Barr et al. (1998), han
sugerido que las saponinas podrian ser una fuente de monosacaridos.
Adicionalmente, Yu et al. (2012) mencionan que su alto peso molecular (> 500 Da)
provoca una pobre absorcién a nivel intestinal, y manifiestan una excrecién lenta
en la bilis, en ratas se observan vidas medias de eliminacién de entre 7 y 25

horas.

Asimismo, las saponinas manifiestan propiedades antimicrobianas (Saleem et al.,
2010; Aqgel et al., 2012), antimicéticas (Yang et al., 2006; Moghimipour et al.,
2014), antiinflamatorias (Yassin et al., 2013; Lande et al., 2015; Wang et al., 2017),
antitrombociticas (Zhai et al., 2017), antitumorales (Sanoj et al., 2010),
antidiabéticas (Singh et al., 2014; Elekofehinti, 2015), hemoliticas y citotdxicas
(Thakur et al., 2011; Soltani et al., 2014) e hipercolesterolémicas (Afrose et al.,
2010).

2.3.2.1.2. Saponinas de Enterolobium cyclocarpum

En pulpa y céscara de la vaina o fruto del Enterolobium cyclocarpum se
encuentran disponibles saponinas triterpénicas o triterpenos (de tipo &cido
lactonico machaerinico) y la corteza contiene veracruzol (24-norolean-5-en-3-ol)
que es un triterpeno de tipo acido betulinico que se obtiene de la hidrdlisis de las
saponinas (Dominguez et al., 1979; Serratos, et al., 2008). El analisis fitoquimico
revela que la planta entera posee saponinas de tipo inespecifico o hemolitico
(Mahran et al.,, 1980) y son de tipo triterpénicas (Roa, 2016). Por su parte,
Babayemi (2006) menciona que los sitios que contienen saponinas en su
estructura son, de mayor a menor nivel; las hojas, la vaina y las semillas. Sin
embargo, las saponinas contenidas en el E. cyclocarpum no han sido totalmente

aisladas ni identificadas (Wina et al., 2005).
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Canul (2015) menciona que el fruto del E. cyclocarpum, tiene una concentracion
de saponinas de 33 mg/g MS, en analisis realizado a muestras experimentales
que recolectd para llevar a cabo su estudio. Por su parte, Albores-Moreno et al.
(2017) mencionan que en un kilogramo de vainas E. cyclocarpum, se obtienen 960
g de MS, y en ésta fraccion hay 27.84 g (29 mg/g MS) de saponinas crudas. Otros
autores, reportan una concentracion de saponinas de 19 mg/kg MS en el fruto
(Hess et al., 2003), y de 130 mg/g MS en las hojas de E. cyclocarpum (Navas-
Camacho et al., 1994).

2.3.2.2. Compuestos fendlicos

En las plantas, los compuestos fendlicos poseen una estructura que se encuentra
conjugada con uno o mas azucares y acidos organicos unidos a grupos hidroxilo
(Pandey y Rizvi, 2009), y poseen en su estructura al menos un anillo aromatico
unido a uno o mas de los grupos hidroxilo (Mercado-Mercado et al., 2013).
Asimismo, pueden encontrarse libres como agliconas, pueden ser desde simples
de bajo peso molecular, e. g. compuestos aromaticos simples, hasta grandes y
complejos taninos y polifenoles derivados, que se clasifican en flavonoides y no-
flavonoides de acuerdo con el niamero y posicibn de los atomos de carbono
(Crozier et al., 2007; Stagos et al., 2012). Los acidos fendlicos, los flavonoides y
los taninos se consideran los principales compuestos fendlicos en las dietas
(Mercado-Mercado et al., 2013; Minatel et al., 2017).

Por su parte, los taninos, pueden unirse a las proteinas y minerales del alimento,
reduciendo su digestibilidad y absorcion (Hagerman, 2012; Naumann et al., 2017;
Shirmohammadli et al., 2018). En cuanto a los taninos condensados, éstos
resultan de la condensacion de unidades de flavan-3-oles, tales como la
catequina, que tienden a polimerizarse (Mercado-Mercado et al., 2013). Los
taninos condensados, se caracterizan por lograr unirse y precipitar las proteinas
de colageno en las pieles de animales, lo cual las hace mas resistentes a la

putrefaccion (Crozier et al., 2007).
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Los compuestos fendlicos manifiestan potencial antioxidante, que
presumiblemente contribuye a la reduccion de la oxidacion lipidica en tejidos
animales y vegetales (Minatel et al., 2017). Sin embargo, aun es necesario
esclarecer, para comprender, el proceso de absorcion de los compuestos
polifendlicos y su metabolismo, evaluando su habilidad y metabolismo en el
intestino, asi como describir los mecanismos moleculares de accién en sistemas
bioldgicos (Makkar, 2003).

2.3.2.2.1. Propiedades de los compuestos fendlicos

Entre las propiedades benéficas de los compuestos fendlicos estan la proteccion
contra lesiones celulares, inhibicién del crecimiento de tumores, activacion de los
sistemas de detoxificacidon hepéticos y bloqueo de las vias metabdlicas que

pueden ocasionar carcinogénesis (Mercado-Mercado et al., 2013).

Dietas ricas en polifenoles son empleadas, en humanos, como proteccion contra el
desarrollo de cancer, enfermedades cardiovasculares, diabetes, osteoporosis y

enfermedades neurodegeneratvas (Graf et al., 2005; Pandey y Rizvi, 2009).

Los taninos condensados, son compuestos fendlicos que han sido estudiados en
alimentacion animal debido a que manifiestan efectos benéficos, como
antiparasitarios en cabras y borregos (Alonso-Diaz et al., 2010; Hoste et al., 2011),
o efectos adversos, debido a su capacidad de enlazar y precipitar proteinas
solubles formado complejos (Hagerman, 2012; Naumann et al., 2017),
dependiendo de la especie y estado fisiolégico del animal, asi como de la
estructura y concentracion de dichos metabolitos secundarios (Makkar, 2003). El
polietilenglicol (PEG) es un polimero hidrofilico que ha sido empleado para evaluar
la participacion de los compuestos polifendlicos en la bioactividad de extractos
(Makkar, 2003), debido a que “secuestra” a los taninos formando complejos con

ellos que resultan indigestibles y no absorbibles (Montiel et al., 2012).

2.3.2.2.2. Compuestos fendlicos de Enterolobium cyclocarpum
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Martinez et al. (2012), mencionan que el duramen del arbol de E. cyclocarpum es
el sitio en el que se encuentran compuestos fendlicos. Por su parte, Hess et al.
(2003), encontraron una concentracion de 52 mg/g (MS) de taninos condensados

en el extracto etanolico del fruto completo.

1. HIPOTESIS

El extracto etandlico del fruto de Enterolobium cyclocarpum, en la dieta de pollos
Leghorn, reducira el nUmero de ooquistes en heces y las lesiones macroscépicas

en el intestino, mejorando el consumo de alimento y la ganancia de peso.
IV. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto anticoccidial del extracto etandlico del fruto de Enterolobium
cyclocarpum, sobre el nUmero de ooquistes en heces, lesiones macroscoépicas en

intestino, el consumo de alimento y la ganancia de peso de pollos Leghorn.
4.2. Objetivos especificos

1.- Evaluar el efecto anticoccidial de extracto etanodlico del fruto de Enterolobium
cyclocarpum (150, 300 y 450 mg/kg de alimento), incluido en la dieta de pollos
Leghorn cinco dias posteriores a la infeccion con Eimeria spp., sobre el nUmero de

ooquistes en heces, consumo de alimento y ganancia de peso.
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2.- Evaluar el efecto anticoccidial de extracto etandlico del fruto de Enterolobium
cyclocarpum (150, 300 y 450 mg/kg de alimento), incluido en la dieta de pollos
Leghorn desde cinco dias previos a la infeccion con Eimeria spp., sobre el nUmero
de ooquistes en heces, lesiones macroscopicas, consumo de alimento y ganancia

de peso.
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Puntos destacados
e Se evaludé un extracto etanolico de E. cyclocarpum con posible efecto
anticoccidial.
e Se realizaron dos experimentos para evaluar el extracto de E. cyclocarpum.
e El extracto de E. cyclocarpum redujo la cantidad de ooquistes en las heces.
e EI uso del extracto + polietilenglicol tuvo efecto semejante a un

coccidiostato.

Resumen

Se realizaron dos experimentos para evaluar el efecto anticoccidial del extracto
etandlico del fruto de Enterolobium cyclocarpum (EC) en el alimento de pollos
Leghorn. En ambos experimentos, se infectd a las aves con 11,000 ooquistes
esporulados atenuados de Eimeria spp. En el primer experimento, se evalu6 el
extracto cuando la infeccion estaba en periodo patente, y en el segundo, con la
infeccion en periodo pre-patente y patente.

En el experimento uno se emplearon cinco tratamientos; tres con EC (150, 300 y
450 mg/kg de alimento), con decoquinato (C) y sin anticoccidial (SC). Los
tratamientos se ofrecieron del dia cinco al catorce post-infeccion. Se midio el
namero de ooquistes en heces, consumo de alimento y peso vivo. El dia 14 post-
infeccion los tratamientos con EC eliminaron menos ooquistes en comparacion
con el tratamiento SC (P<0.05). Los resultados obtenidos indican que la inclusion
de EC no afectd el consumo de alimento, pero redujo el peso vivo. En el

experimento dos se utilizaron seis tratamientos, cinco idénticos a los del primer
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experimento, y un tratamiento con polietilenglicol en el nivel 300 mg/kg de EC
(E300PEG). Los tratamientos se ofrecieron cinco dias antes de infectar a las aves
hasta el dia trece post-infeccion. El dia 13 post-infeccion, los tratamientos con EC
y E300PEG eliminaron cantidades semejantes de ooquistes que el tratamiento C
(P>0.05), sin embargo, se observo una reduccién significativa en comparacion con
el tratamiento SC (P<0.05). El consumo de alimento no se afecto6 por la utilizacion
de los tratamientos con EC, sin embargo, la ganancia de peso fue menor en
comparacién con el tratamiento C (P<0.05). Los tratamientos E300PEG y C
tuvieron ganancias de peso similares (P>0.05). Los resultados obtenidos sugieren
que el uso del tratamiento E300PEG redujo la excrecion de ooquistes, y mejoré la

ganancia de peso, demostrando resultados semejantes al tratamiento C.

Palabras clave

Pollos, Eimeria spp., Enterolobium cyclocarpum, extracto etandlico, anticoccidial.

1. Introduccion

Desde la década de los 40°s en la industria avicola se implementd el uso de
farmacos para controlar o eliminar al protozoario Eimeria spp. y evitar la
coccidiosis que el parasito ocasiona (Blake y Tomley, 2014; Abbas et al., 2017).
Hasta tiempos recientes, la manera mas comun de controlar a Eimeria spp. ha
sido el uso de anticoccidiales, incluidos en el alimento de los pollos (Witcombe y
Smith, 2014; Kadykalo et al., 2018). Impedir la coccidiosis se traduce en
desempefios productivos pertinentes, evitando retraso en el crecimiento,

incremento en la conversion alimenticia y mortalidad excesiva (Kostadinovic et al.,
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2015; Swaggerty et al., 2015). Sin embargo, el uso inadecuado y desmedido de
anticoccidiales provocé que a pocos afios de su implementacion aparecieran
parasitos resistentes a dichas drogas (Blake y Tomley, 2014; Witcombe y Smith,
2014). En 2016, la Federacion de Veterinarios de Europa propuso controlar el uso
de anticoccidiales. Adicionalmente, los consumidores evitan adquirir productos de
origen animal con posibles residuos de farmacos, y prefieren aquellos que sean
organicos o “naturales” (Pirali-Kheirabadi et al., 2014; Cervantes, 2015).

En este contexto, existe interés en conocer plantas con compuestos secundarios
gue puedan emplearse como aditivos anticoccidiales alternativos, para mejorar la
salud animal (Muthamilselvan et al., 2016; Wang et al., 2017). Se han estudiado
plantas con compuestos secundarios que han presentado efecto bioactivo contra
Eimeria spp. en aves (De pablos et al., 2010; Yim et al., 2011; Zaman et al., 2012;
Abbas et al., 2017; Ahad et al., 2018). Algunas de las plantas se han incluido en la
dieta (Brisibe et al., 2008; Hassan et al., 2008; Kostadinovic et al., 2015; Bozkurt et
al., 2016; Lan et al., 2016; Wang et al., 2017) o en agua de bebida (Youn y Noh,
2001; Naidoo et al., 2008).

Los compuestos secundarios que presentan actividad contra Eimeria, incluyen a
flavonoides, papaina, acidos grasos omega 3 y taninos (Abbas et al., 2012;
Muthamilselvan et al.,, 2016). De igual manera, existen estudios que han
demostrado el efecto de plantas ricas en saponinas sobre Eimeria spp. en pollos,
en condiciones in vitro e in vivo (Alfaro et al., 2007; Hassan et al., 2008; Karimy et
al., 2013; Rakhmani et al., 2014; Pasaribu et al., 2014; Lan et al., 2016). Se asume
gue las saponinas, provocan la muerte de protozoarios cuando se unen a las

moléculas de esterol de la superficie de la membrana de dichos organismos
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(Francis et al., 2002; Wina et al., 2005; Pen et al., 2008), o cuando ingresan a
través de la brecha o capa del micropilo del esporocisto para perturbarlo
directamente (Pasaribu et al., 2014).

Por otro lado, se ha demostrado el efecto defaunante de las saponinas sobre los
protozoarios ciliados en liquido ruminal (Francis et al., 2002; Wina et al., 2005;
Koening et al., 2007; Pen et al., 2008; Mao et al., 2010; Jayanegara et al., 2014).
El Enterolobium cyclocarpum (EC) es una planta rica en saponinas que ha
demostrado actividad defaunante (Lazos-Balbuena, 2016; Albores-Moreno et al.,
2017). Sin embargo, no existen estudios acerca de su efecto sobre Eimeria en
aves de corral. El extracto metandlico de las hojas y el extracto etandlico del fruto
de EC han manifestado actividad in vitro contra protozoarios ruminales (Hess et
al., 2003; Monforte-Bricefio et al., 2005). El efecto de los extractos mencionados
se atribuye a la presencia de saponinas, fenoles y taninos condensados (Hess et
al., 2003; Monforte-Bricefio et al., 2005).

La evaluacion del efecto anticoccidial de farmacos y productos naturales,
comunmente se realiza en pollos inoculados con ooquistes esporulados de cepas
de campo del protozoario Eimeria (Holdsworth et al., 2004). La obtencién de
dichos ooquistes requiere un procedimiento tardado y costoso (e. g. Habibi et al.,
2014; Lan et al., 2016), y no existen proveedores comerciales de éstos materiales
bioldgicos. Al respecto, se ha utilizado una metodologia alternativa para provocar
signos clinicos de coccidiosis en las aves, empleando una sola inoculacién con
dosis incrementadas de vacunas anticcocidiales (Mohiti-Asli y Ghanaatparast-

Rashti, 2015; Mathis et al., 2018; Wang et al., 2018).
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Por lo tanto, en ausencia de estudios relacionados con el uso del extracto de E.
cyclocarpum para el control de Eimeria spp. en aves, y con la intencion de
encontrar una alternativa para el control de la coccidiosis aviar, en el presente
trabajo se desafio a los pollos en una sola ocasion con un inéculo vacunal en dosis
incrementada, para evaluar el efecto anticoccidial del extracto etandlico del fruto
de E. cyclocarpum sobre el numero de ooquistes en heces, lesiones

macroscopicas en intestino, el consumo de alimento y el peso vivo en aves.

2. Materiales y métodos

En el presente estudio se realizaron dos experimentos. En el primer experimento,
se incluyd el extracto etandlico del fruto de E. cyclocarpum (EC) en el periodo
patente de infeccion por Eimeria spp. (del dia cinco al catorce post-infeccién). En
el segundo experimento, en un periodo pre-patente y patente del proceso

infeccioso (cinco dias antes de la infeccion, hasta trece dias post-infeccion).

2.1. Sitio de estudio

Ambos experimentos se realizaron en las instalaciones de la Unidad Experimental
del Departamento de Nutricion Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Autbnoma de Yucatan (FMVZ-UADY), ubicada a
20°58'N y 89°37°0O en el sureste de México, con clima calido subhimedo y
temperatura promedio de 29.6°C (INEGI, 2017). Se obtuvo la aprobaciéon del
Comité Interno de Bioética para el buen manejo y cuidado de los animales (CB-

CCBA-M-2018-004).
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2.2. Elaboracion de premezcla con el extracto etandlico

El extracto se obtuvo remojando un kilogramo de frutos troceados de E.
cyclocarpum, en 5 litros de etanol absoluto durante 24 horas a temperatura
ambiente. Se filtr6 y secO el sobrenadante con un rotoevaporador industrial
(Buchi®, modelo RE11). En el extracto etandlico, se detectaron las saponinas con
las pruebas cualitativas de hemdalisis y formacion de espuma (Carvajal et al., 2009;
Mena et al., 2015), y se cuantificaron basandose en los métodos de Wall et al.
(1952) y Hess et al. (2003), estableciéndose una concentracion de 38 mg/g. Se
determind un contenido de 13 mg/g de fenoles totales en el extracto, por el método
de Folin—Ciocalteau sugerido por Makkar (2003), y se hallaron 18 mg/g de taninos
condensados por el método de la Vainillina, recomendado por Price et al. (1978).
Para incorporar el extracto etandlico en las dietas, se elabor6 una premezcla
disolviendo 150 g de extracto etandlico en 1 litro de agua, ésta solucion se mezclé
con 5 kg de maiz en una batidora eléctrica. Posteriormente, ésta mezcla se seco a
50 °C por 24 horas en un horno eléctrico. Se estim6 que en cada kilogramo de la
premezcla habia una concentracién de 30 g del extracto. Considerando dicha
cantidad de extracto y la cuantificacion de compuestos secundarios realizada
previamente, se calculd que por kilogramo de premezcla habia 1140 mg de

saponinas crudas, 390 mg de fenoles totales y 540 mg de taninos condensados.

2.3. Dieta base.
En ambos experimentos, se utilizO una dieta base para todos los grupos
experimentales, elaborada con maiz (Zea mays) y pasta de soya (Glycine max)

complementada con vitaminas y minerales, de acuerdo con los requerimientos
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nutricionales para pollas Leghorn en etapa de crianza (18% PC; 2900 kcal EM/kQ)
(Rostagno et al., 2017). La premezcla se incluy6 en la dieta base en cantidades
gue garantizaran las concentraciones de 150, 300 y 450 mg de extracto/kg de

alimento en los tratamientos correspondientes.

2.4. Experimento 1

2.4.1. Animales

Se emplearon 1000 pollos Leghorn machos de un dia de edad, los cuales fueron
alojados en corrales de 1 m?, cercados con malla de alambre, que contaban con
cama de viruta, una fuente de calor, un comedero y un bebedero. Los pollos se
distribuyeron de manera aleatoria en 20 corrales, de tal manera que, cada

tratamiento tuviera 200 pollos, distribuidos en 4 corrales de 50 aves cada uno.

2.4.2. Tratamientos

Se emplearon cinco tratamientos: tres tratamientos con EC en la dieta (150, 300 y
450 mg/kg de alimento), una dieta con coccidiostato comercial (Coccimax®;
principio activo, decoquinato) empleado de acuerdo a lo recomendado por el

proveedor (C), y una sin anticoccidial (SC).

2.4.3. Manejo experimental

Se infect6 a los pollos de manera individual, inoculando una solucién de 0.1 ml
que contenia 11,000 ooquistes esporulados de E. tenella, E maxima, E. acervulina
y E. praecox de origen vacunal (Autocox®), para desafiarlos con 10 veces la dosis

recomendada por el fabricante, con el propdsito de incrementar el nUmero inicial
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de ooquistes esporulados infectantes que serian ingeridos por cada ave, y con ello
provocar un reto con mayor patogenicidad (Mohiti-Asli y Ghanaatparast-Rashti,
2015; Mathis et al., 2018; Wang et al., 2018). El protocolo permite la presencia de
signos clinicos caracteristicos de la infeccion, debido a que: (a) se emplea una
dosis 10 veces mayor a la propuesta por el fabricante y, (b) en una sola
exposicion, en tanto que el protocolo del fabricante especifica 3 exposiciones a
dosis bajas.

La infeccion se realiz6 el dia 2 de edad de las aves. Los tratamientos se ofrecieron

del dia cinco al catorce post-infeccion.

2.4.4. Conteo de ooquistes en heces

Se colectaron muestras de heces fecales de 12 aves, elegidas al azar, por corral.
Dichas aves, fueron colocadas en cajas, en tres grupos de 4 pollos cada uno, para
reunir 4 g de muestra por grupo (Holdsworth et al., 2004; Naidoo et al., 2008). Se
obtuvieron 3 muestras por cada uno de los 4 corrales de cada tratamiento.

Se colectaron muestras de heces los dias 7, 9, 12 y 14 post-infeccion (Holdsworth
et al., 2004; Bozkurt et al.,, 2016). Las aves muestreadas fueron retiradas y
sacrificadas de manera humanitaria. Las muestras fueron resguardadas en bolsas
de polietileno, refrigeradas y transportadas inmediatamente al laboratorio para su
procesamiento. Con la técnica de McMaster se determind el nimero de ooquistes
por gramo de heces (Holdsworth et al., 2004; Abbas et al., 2017; Ahad et al.,

2018).

2.4.5. Peso vivo, ganancia de peso y consumo de alimento
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Se peso a las aves de cada corral, el dia uno de edad y el dia 14 post-infeccion, y
se calculd la ganancia de peso, como la diferencia entre peso inicial y final
(Medina et al., 2014). Los dias 7, 9, 12 y 14 post-infeccion se midio el consumo de
alimento acumulado promedio por ave por cada corral (Holdsworth et al., 2004; de
la Mora et al., 2011; Habibi et al., 2014). El consumo de alimento se estimé como
la diferencia entre el alimento ofrecido y el rechazado, dividido entre el total de

aves por corral (Holdsworth et al., 2004; Bozkurt et al., 2016).

2.4.6. Analisis estadistico

Los datos sobre nimero de ooquistes fueron transformados a log'?, debido a la
ausencia de distribucion normal, y se analizaron con el procedimiento PROC
MIXED del programa SAS (2010) para datos obtenidos en modelos mixtos con
medidas repetidas, empleando la funcion REPEATED para el niumero de muestras
obtenidas por corral. Las variables de peso vivo, ganancia de peso y consumo de
alimento, se analizaron empleando un Modelo Lineal Generalizado (GLM) (SAS,
2010). Las medias fueron comparadas empleando contrastes pre-planeados con
el programa SAS (2010). Se consideraron diferencias significativas si el valor de P

< 0.05.

2.5. Experimento 2

2.5.1. Animales

Se emplearon 408 pollos Leghorn machos de un dia de edad, alojados en corrales
de 1m?, con comedero y un bebedero. Las aves se colocaron aleatoriamente en

24 corrales, distribuidos en 4 corrales por tratamiento, con 17 aves cada uno.
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2.5.2. Tratamientos

Se emplearon los cinco tratamientos del experimento uno: tres niveles de EC (150,
300 y 450 mg/kg de alimento) C y SC. Ademas, se incorpord un tratamiento con
1g de polietilenglicol (PEG) + 300 mg del extracto por kg de alimento (E300PEG)

(Oduguwa et al., 2007).

2.5.3. Manejo experimental

Se infecto6 a los pollos de manera individual en el dia 5 de edad, con una solucién
con 11,000 ooquistes esporulados de E. tenella, E maxima, E. acervulina y E.
praecox de origen vacunal (Autocox®), para desafiarlos con 10 veces la dosis
recomendada por el fabricante, empleando el protocolo del experimento uno.

Los tratamientos se ofrecieron en un periodo pre-patente y patente (cinco dias

antes de infectarlos y hasta trece dias post-infeccion).

2.5.4. Conteo de ooquistes en heces y lesiones macroscépicas

Se colectaron heces de la misma manera que en el experimento uno, sin
embargo, a diferencia de ese experimento, en este experimento las aves
empleadas fueron retornadas al corral después de cada muestreo. Se obtuvieron 3
muestras por cada uno de los 4 corrales de cada tratamiento. Las muestras se
procesaron para el conteo de ooquistes con la técnica McMaster. Se muestreo los
dias 7, 10 y 13 post-infeccion (Holdsworth et al., 2004; Kaboutari et al., 2013).

El dltimo dia de muestreo se seleccionaron al azar 3 aves por corral. Las aves

fueron sacrificadas de manera humanitaria. Se diseccionaron los intestinos por la
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linea media, desde la base de la molleja hasta el recto (Orengo et al., 2012; Sing
et al., 2015). Se evalud la extension de las lesiones macroscopicas mediante
inspeccién visual con la escala 0-4 de Johnson y Reid (1970) y se utiliz6 como
apoyo de evaluaciéon las ilustraciones de Conway y McKenzie (2007). Las
secciones del intestino (duodeno, yeyuno, ileon, ciegos) se inspeccionaron por

separado (Scheurer, 2013; Ojimelukwe et al., 2018).

2.5.5. Peso vivo, ganancia de peso y consumo de alimento

Se peso a las aves el dia de nacidos y el dia 13 post-infeccion. Adicionalmente, se
obtuvo el peso promedio de las aves antes de la inoculacion con Eimeria, y se
estimd la ganancia de peso durante el periodo infeccioso, calculado como la
diferencia entre peso inicial y final de dicho intervalo (Medina et al., 2014).
Adicionalmente, se midié el consumo de alimento por tratamiento los dias 0, 7, 10

y 13 post-infeccion (Holdsworth et al., 2004; Habibi et al., 2014).

2.5.6. Analisis estadistico

El nimero de ooquistes fue transformado a log'® para su andlisis estadistico, y se
empled el procedimiento PROC MIXED del programa SAS (2010) para datos en
modelos mixtos con medidas repetidas, empleando la funcion REPEATED para el
namero de muestras por corral. Las variables de consumo de alimento, ganancia
de peso y peso final se analizaron con un Modelo Lineal Generalizado (GLM)
(SAS, 2010). Las medias fueron comparadas mediante contrastes pre-planeados

con el programa SAS (2010). Las lesiones macroscépicas en intestino se
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analizaron con la prueba de Kruskal-Wallis (Statgraphics, 2010). Se consideraron

diferencias significativas si el valor de P < 0.05.

3. Resultados

3.1. Experimento 1

El dia previo al ofrecimiento de los tratamientos, se confirmé la presencia de
ooquistes en las heces empleando la técnica de McMaster, para determinar su
eliminacién (Figueroa- Castillo et al., 2015; Hu et al., 2015).

Los dias 7, 9 y 12 post-infeccion, no se observaron diferencias en la eliminacion
de ooquistes en heces, entre tratamientos (P>0.05). El dia 9 post-infeccién, se
observé que entre los tratamientos con EC se presentd una respuesta lineal
ascendente en cuanto al nivel de inclusion y el nUmero de ooquistes excretados
(P<0.05). El dia 14 post-infeccion, los tratamientos con EC redujeron
significativamente (P<0.05) el numero de ooquistes excretados en comparacion
con el tratamiento SC (Tabla 1). Se observé una reduccion en la excrecion de
ooquistes de los muestreos del dia 7 al 14 en todos los tratamientos (Tabla 1).

No se observé diferencias en el consumo de alimento entre los tratamientos con
EC y C (P>0.05) (Tabla 2). Sin embargo, los pollos del tratamiento C tuvieron
mayor ganancia de peso en comparacioén con los otros tratamientos (P<0.05). El
peso vivo de los pollos en los tratamientos SC y EC no fueron diferentes

estadisticamente (P>0.05) (Tabla 3).

3.2. Experimento 2
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Un dia previo a la infeccion, se confirmd la ausencia de ooquistes en heces
mediante la técnica de flotacidén, debido a que tiene mayor sensibilidad para
detectar la presencia de ooquistes de protozoarios aun en bajos niveles de
infeccion (Figueroa- Castillo et al., 2015; Zarith et al., 2017).

Los dias 7 y 10 post-infeccion, se encontré que las aves del tratamiento C
presentaron menor niumero de ooquistes en heces (P<0.05) que aquellas de los
tratamientos con EC y E300PEG, pero no se observo diferencias estadisticas
(P>0.05) el dia 13 post-infeccién (Tabla 4).

El dia 10 post-infeccion, la eliminacién de ooquistes en las heces de los pollos fue
similar entre los tratamientos EC, E300PEG y SC (P>0.05), pero el dia 13 post-
infeccion el nimero de ooquistes en los tratamientos EC y E300PEG disminuyeron
significativamente con respecto al tratamiento SC (P<0.05).

Los pollos en el tratamiento C ganaron mas peso que aquellos en los tratamientos
con EC (P<0.05), y éstos ultimos no fueron diferentes a los pollos del tratamiento
SC (P>0.05). No obstante, los pollos del tratamiento E300PEG ganaron peso de
manera similar al tratamiento C (P>0.05), y tuvieron mejor ganancia de peso que
las aves del tratamiento SC y de los tratamientos con EC (P<0.05). Cabe resaltar
que los pollos del tratamiento E300PEG presentaron tanto menor consumo de
alimento como conversion alimenticia en comparacion con los tratamientos C, EC
y SC (P<0.05) (Tabla 5).

No se observaron lesiones macroscépicas mayores al valor 2 (lesiones
moderadas), siendo la moda para todos los tratamientos el valor 1 (lesiones

leves). No se encontraron diferencias significativas en la severidad de las lesiones
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observadas entre tratamientos en ninguna de las secciones evaluadas del

intestino (P>0.05).

Discusion

3.1. Experimento 1

En este experimento, en donde los tratamientos se ofrecieron cinco dias después
de la infeccion con Eimeria, se observo una disminucion de la excrecion de
ooquistes de los muestreos del dia 7 al 14 post-infeccion, en todos los
tratamientos. Lo cual pudo haber sido ocasionado como respuesta inmunoldgica a
la exposicion con cepas vacunales atenuadas (Peek y Landman, 2011; Barbour et
al., 2015), o por cualquier infeccidbn con ooquistes esporulados de Eimeria, que
desencadena la respuesta celular y humoral, especifica y no especifica, con la
finalidad de impedir la reproduccién y desarrollo del parasito (Yun et al., 2000).

Sin embargo, es de resaltar que el dia 14 post-infeccion, los pollos en los
tratamientos con EC y C excretaron un numero de ooquistes significativamente
menor que los pollos en el tratamiento SC, después de al menos dos ciclos
reproductivos del parasito. Este resultado no concuerda con lo mencionado por
Muthamilselvan et al. (2016), respecto a los compuestos secundarios de plantas,
afirmando que inhiben el desarrollo de las fases de Eimeria desde el primer ciclo
reproductivo. Por lo tanto, es posible que el EC tenga un efecto tardio, igual al
mostrado por el tratamiento con coccidiostato (C), afectando parcialmente a las
fases del ciclo de reproduccion de Eimeria. Dicho resultado sugiere que, los
tratamientos de EC se comportaron de manera similar a los coccidiostatos, los

cuales requieren mas tiempo para actuar, debido a que su efecto no es
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coccidicida, sino mas bien es regulador de la reproduccion, crecimiento y
desarrollo de la poblacion del parasito (Croubels y Daeseleire, 2012; Kant et al.,
2013).

También, se ha reportado que el uso de extractos de plantas como aditivos puede
favorecer la salud intestinal, mejorando la funcién inmunoldgica y disminuyendo el
riesgo de infecciones oportunistas en situaciones de infeccidbn por Eimeria
(Wallace et al., 2010). Los extractos de plantas administrados de forma oral
incrementan los titulos de anticuerpos y la respuesta celular, estimulando el
desarrollo de la respuesta inmune (Awais et al., 2011; Akhtar et al., 2012; Kaleem
et al., 2014), siendo que los mecanismos de inmunomodulacion de los extractos,
varian de acuerdo a la planta o combinacion de ellas que haya sido empleada. Por
ejemplo, Awais et al. (2011) y Akhtar et al. (2012), encontraron que los
polisacaridos de los extractos de las plantas que evaluaron, tuvieron efectos
adyuvantes en la respuesta inmune, debido a que mediaron la activacion del
sistema del complemento o estimularon la respuesta humoral y celular. Por otra
parte, Lee et al. (2010) reportaron que los extractos de plantas mejoraron la
respuesta inmune innata, promoviendo niveles incrementados de interleucinas (IL-
18, IL-6, IL-5) e interferon-y (IFN-y) en el intestino. Estos resultados, explicarian
una sinergia del EC con la respuesta inmune innata de los pollos, para reducir la
excrecion de ooquistes en el Ultimo muestreo, con respecto al tratamiento SC.

El extracto de Enterolobium cyclocarpum no habia sido incluido en la dieta de
pollos, posiblemente por los efectos adversos de la planta conocidos en
alimentacion animal, y que son provocados por la presencia de compuestos

secundarios, entre los cuales destacan las saponinas, fenoles y taninos
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condensados (Alonso-Diaz et al., 2010; Hagerman, 2012; Wang et al., 2017).
Adicionalmente, la planta es conocida por ser rica en saponinas, compuestos
caracterizados por su sabor amargo (Francis et al., 2002).

Sin embargo, en éste experimento, la inclusién del extracto de E. cyclocarpum no
afectd el consumo de alimento, encontrando que lo observado concuerda con
otros estudios, en donde el consumo de los pollos no disminuyé por incluir en el
alimento extractos de otras plantas, aceites esenciales u otros compuestos
fitogénicos (Yim et al., 2011; Bozkurt et al., 2012; De Almeida et al., 2012).

No obstante, se observd que los pollos de los tratamientos con SC y EC tuvieron
menor ganancia de peso que los del tratamiento C. Diversos estudios han
reportado que el uso de farmacos anticoccidiales manifiestan mejores ganancias
de peso en pollos, en comparacion con el uso de extractos de plantas (Giannenas
et al., 2003; Bozkurt et al., 2012; Habibi et al., 2014; Ahad et al., 2018). Asimismo,
en el caso de los tratamientos EC y SC, la reduccién en la ganancia de peso
pudiera atribuirse al proceso infeccioso por Eimeria (Arabkhazaeli et al., 2011;
Gyorke et al., 2016). Sin embargo, para los tratamientos con EC, de igual manera
existe la posibilidad de que los taninos identificados en el extracto hayan
contribuido con la reduccion en la ganancia de peso. Los taninos se caracterizan
por reducir la digestibilidad y absorcion de las proteinas y, en consecuencia,
disminuyen las ganancias de peso en los pollos (Hagerman, 2012; Naumann et al.,

2017; Shirmohammadli et al., 2018).

3.2. Experimento 2
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En éste experimento, en donde los tratamientos se ofrecieron cinco dias antes de
la infeccion con Eimeria, el nimero de ooquistes en las heces de los pollos del
tratamiento C fueron menores a los tratamientos con EC, ES00PEG y SC en los
dias 7 y 10 post-infeccion. Estos resultados sugieren que, el uso del coccidiostato
previo a la infeccion fue mas efectivo para controlar la carga parasitaria, a
diferencia de lo observado en el experimento uno, cuando se utilizé después de
varios dias de haber infectado a las aves (Kant et al., 2013).

Sin embargo, el dia 13 post-infeccion los tratamientos con EC y E300PEG fueron
tan efectivos como el tratamiento C, para reducir la excrecion de ooquistes, en
comparacion con el tratamiento SC. Los resultados son consistentes con lo
encontrado en el experimento uno, respecto al tiempo que requiere el EC para
manifestar efecto sobre la eliminacibn de ooquistes en las heces. Como se
discuti6 en el experimento anterior, esta respuesta tardia observada en los
tratamientos con EC y E300PEG, puede deberse a que el EC no actu6 como
coccidicida, sino mas bien como coccidiostato, regulando la poblacién de Eimeria
en el intestino. También, el EC pudo haber estimulado el desarrollo de la
respuesta inmune, tal y como se ha reportado para otros extractos de plantas
(Awais et al., 2011; Akhtar et al.,, 2012; Kaleem et al., 2014). Estos resultados,
confirman el efecto positivo del EC sobre la reduccion de ooquistes en los pollos.
Las mayores ganancias de peso observadas en los tratamientos C y E300PEG
con respecto a los tratamientos con EC, sugieren que los taninos del extracto
tienen un efecto negativo sobre el peso de las aves (Hassan et al., 2003;
Hagerman, 2012; Chamorro, 2013; Naumann et al., 2017; Shirmohammadli et al.,

2018), tal y como se planted en el experimento uno. El efecto negativo de los
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taninos en el EC, se confirmo con la adicion de PEG como secuestrante de dichos
compuestos, en el tratamiento E300PEG, donde las ganancias de peso fueron
similares al tratamiento C.

El uso del extracto de EC en la dieta de pollos, desde el primer dia de edad, no
afect6 la ingesta de alimento. Sin embargo, se observdé que los pollos del
tratamiento E300PEG presentaron tanto menor consumo de alimento como
conversion alimenticia en comparacion con los tratamientos C, EC y SC, lo cual
pudiera relacionarse con un mayor aprovechamiento de nutrientes de las aves,
debido al bloqued de los taninos del extracto al incluir el PEG (Mansoori et al.,
2007; Bedford et al., 2016).

Con respecto a las lesiones macroscopicas observadas en el intestino de las aves,
algunos estudios han demostrado que la administracion oral de extractos de
plantas incrementd los titulos de anticuerpos y la respuesta celular, con lo cual se
redujo el grado de lesiones macroscopicas en el intestino de pollos (Awais et al.,
2011; Akhtar et al.,, 2012; Kaleem et al., 2014). Sin embargo, tampoco se
observaron lesiones severas en el tratamiento SC. Estos resultados son
semejantes a lo reportado por Conway et al. (1993), después de 6 dias de haber
infectado aves con ooquistes de E. tenella, E. maxima y E. acervulina, aunque con
una menor cantidad a la utilizada en este experimento. Se ha reportado que lineas
atenuadas y precoces de Eimeria usadas en las vacunas, tienen bajos potenciales
reproductivos y estimulan la respuesta inmune con un minimo de dafio tisular y
lesiones macroscopicas menos visibles (Sharman et al., 2010; Peek y Landman,

2011). Es posible que los ooquistes atenuados, que fueron inoculados a los pollos
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en este experimento, pudieran no dafiar la mucosa intestinal como lo harian las

cepas de campo, a pesar de la elevada cantidad empleada.

4. Conclusion

En el experimento uno, el extracto etandlico del fruto de Enterolobium cyclocarpum
incluido en el alimento de pollos que tenian cinco dias de infeccion por Eimeria,
disminuyé el nimero de ooquistes en las heces el dia 14-post-infeccion, sin
afectar su consumo de alimento, pero reduciendo las ganancias de peso.

En el experimento dos, cuando el extracto etandlico de E. cyclocarpum se incluyo
en la dieta de pollos, cinco dias antes de ser infectados con Eimeria, el nimero de
ooquistes en heces disminuyé significativamente el dia 13 post-infeccion, y se
redujeron las ganancias de peso. Sin embargo, la adicion de PEG al tratamiento
con 300 mg de extracto, disminuy6 el nimero de ooquistes en las heces el dia 13
post-infeccion, asimismo, mejoré la ganancia de peso, demostrando resultados

semejantes al coccidiostato.

Declaracion de conflicto de intereses

Los autores declaran que no existe conflicto de intereses.

Agradecimientos
El primer autor agradece al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYT) por otorgar la beca para realizar estudios de maestria en la

Universidad Autébnoma de Yucatan.

54



474

475

476

477

478

479

480

481

482

483

484

485

Tabla 1. Ooquistes por gramo de heces* en pollos Leghorn infectados con
Eimeria spp. Experimento 1

Dia posterior a la infeccién

Tratamiento 7 9 12 14
Coccidiostato (C) 3.49 2.04 1.72 1.81
Sin coccidiostato (SC) 3.92 2.17 1.61 1.19
Nivel de extracto de Enterolobium cyclocarpum (mg/kg)

150 4.20 1.36 1.03 0.90
300 3.08 1.13 1.70 1.35
450 3.35 2.56 151 1.09
Promedio (EC) 3.59 1.68 1.24 1.11
EEM 0.0614 0.0627 0.0707 0.0852
Contrastes Valor P
pre-planeados
CvsEC 0.6687 0.1002 0.2540 0.4996
SCvs EC 0.9498 0.1968 0.1947 0.0126
Cvs SC 0.7635 0.7476 0.8907 0.1009
Lineal EC 0.5810 0.0283 0.1916 0.5644

* Transformados a log'® para andlisis estadistico. La Tabla presenta valores en niumeros
naturales en miles. EEM: error estandar de la media.
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Tabla 2. Consumo de alimento acumulado promedio (g) en pollos Leghorn,
desde el dia 1 hasta el dia 7, 9, 12 y 14 post infeccion. Experimento 1

Dia posterior a la infeccién

Tratamiento 7 9 12 14
Coccidiostato (C) 21.04 66.40 127.02 215.23
Sin coccidiostato (SC) 21.37 71.24 144.01 232.84
Nivel de extracto de Enterolobium cyclocarpum (mg/kg)

150 20.86 65.76 125.91 209.44
300 20.85 68.96 135.58 227.28
450 21.53 71.14 136.68 215.46
Promedio (EC) 21.08 68.62 132.72 217.39
EEM 2.0194 3.4193 5.1186 12.4668
Contrastes Valor P
pre-planeados
CvsEC 0.9874 0.5818 0.3500 0.8823
SCvs EC 0.9035 0.5174 0.0755 0.3004
Cvs SC 0.9109 0.3328 0.0331 0.3337
Lineal EC 0.8190 0.2828 0.1579 0.7376

EEM: error estandar de la media.
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Tabla 3. Peso vivo en pollos Leghorn. Experimento 1

Tratamiento Peso inicial (g) Peso final (g) Ganancia de
peso (q)

Coccidiostato (C) 34.54 123.23 88.69
Sin coccidiostato (SC) 34.31 116.75 82.44
Nivel de extracto de Enterolobium cyclocarpum (mg/kg)
150 34.66 111.01 76.35
300 34.53 112.62 78.09
450 34.42 114.47 80.05
Promedio (EC) 34.54 112.70 78.16
EEM 0.2713 1.9518 1.9870

Contrastes Valor P

pre-planeados

CvsEC 0.9917 0.0003 0.0004
SCvsEC 0.4853 0.0925 0.0822
Cvs SC 0.5621 0.0329 0.0416
Lineal EC 05494 0.2286 0.2080

EEM: error estandar de la media.

Tabla 4. Ooquistes por gramo de heces* en pollos Leghorn infectados con Eimeria
spp. Experimento 2

Dia posterior a la infeccién

Tratamiento 7 10 13
Coccidiostato (C) 11.08 3.61 4.37
Sin coccidiostato (SC) 35.63 14.87 36.87
Nivel de extracto de Enterolobium cyclocarpum (mg/kg)

150 29.94 9.41 6.14
300 28.96 24.90 20.05
450 29.74 33.06 3.62
Promedio (EC) 29.60 22.46 10.36
Nivel 300+Polietilenglicol

(E300PEG) 15.75 11.63 7.65
EEM 0.1528 0.2481 0.2167

Contrastes Valor P
pre-planeados

CvsEC 0.0010 <.0001 0.1724
C vs E300PEG 0.0081 0.0001 0.4871
SCvs EC 0.6891 0.7417 0.0026
SC vs E300PEG 0.1782 0.4487 0.0215
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EC vs E300PEG 0.2118 0.2157 0.7573

* Transformados a log?? para andlisis estadistico. La Tabla presenta valores en nimeros naturales
en miles. EEM: error estandar de la media.

Tabla 5. Peso vivo, ganancia de peso y consumo de alimento en pollos Leghorn
durante 13 dias de infeccidn por Eimeria spp. Experimento 2

Tratamiento Peso Peso Ganancia Consumo  Conversion
inicial final de peso de alimento alimenticia
(@) (@) (@) (@)
Coccidiostato (C) 43.58 140.97 97.38 545.50 5.60
Sin Coccidiostato 43.0 125.53 82.53 593.42 7.23
(SC)
Nivel de extracto de Enterolobium cyclocarpum (mg/kg)
150 41.83 124.75 82.92 521.63 6.34
300 42.72 122.76 80.04 524.86 6.57
450 42.79 129.47 86.67 557.78 6.44
Promedio (BC) 4545 12566 83.21 534.76 6.45
Nivel 300+
Polietilenglicol 43.84 140.64 96.79 440.83 4.54
(E300PEG)
EEM 0.5366 2.7063 2.4771 27.2734 0.3499
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Contrastes

Valor P
pre-planeados
CvsEC 0.8382 0.0001 0.0001 0.7369 0.0497
C vs ES00PEG 0.1884 0.9333 0.8687 0.0142 0.0470
SCvs EC 0.8496 0.9671 0.8143 0.0749 0.0711
SC vs E300PEG 0.3117 0.0009 0.0007 0.0009 <.0001
EC vs E300PEG 0.1596 0.0001 0.0002 0.0080 0.0002

EEM: error estandar de la media.
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