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RESUMEN

Se evaluo la eficacia del extracto acuoso de Curcuma longa sobre la excrecion de
ooquistes de Eimeria spp. en conejos. Se utilizaron 24 conejos de la raza Nueva
Zelanda los cuales se dividieron en 4 grupos con 6 animales cada uno. El grupo 1 fue
el grupo control sin tratamiento, al grupo 2 se le administr6 10 mg/kg de extracto
acuoso de Curcuma longa, al grupo 3 se le administré 25 mg/kg y al grupo 4 se le
administré 40 mg/kg. Se registrd el peso de cada conejo y se obtuvieron muestras de
heces los dias 0, 7, 14, 21, 28, 35 y 42. Se realiz6 la técnica de McMaster para la
cuantificaciéon de los ooquistes de Eimeria spp. El peso no se vio afectado por la
aplicacion del extracto acuoso de Curcuma longa. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) a partir de los 28 dias entre el grupo control y
los grupos que recibieron 25 y 40 mg/kg de extracto acuoso de Curcuma longa. A los
42 dias se observd diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) entre el grupo

control y los que recibieron 10, 25 y 40 mg/kg de extracto acuoso de Curcuma longa.

Palabras clave: extracto acuoso de Curcuma longa, coccidiosis conejos, Eimeria spp.



ABSTRACT

Was evaluated the efficacy of aqueous extract of Curcuma longa on the excretion of
oocysts of Eimeria spp in rabbits. We used 24 rabbits of New Zealand breed were
divided into 4 groups with 6 animals each. Group 1 was the untreated control group,
group 2 received 10 mg/kg of aqueous extract of Curcuma longa, group 3 was given
25 mg/kg of aqueous extract of Curcuma longa and group 4 was given 40 mg/kg of
aqueous extract of Curcuma longa. We recorded the weight of each rabbit and stool
samples were obtained on days 0, 7, 14, 21, 28, 35 and 42. Was performed McMaster
technique for the quantification of the oocysts of Eimeria spp. The weight was not
affected by the application of aqueous extract of Curcuma longa. There were
statistically significant differences (p <0.05) from the 28 days between the control
group and the groups receiving 25 and 40 mg/kg of aqueous extract of Curcuma
longa. At 42 days was observed a statistically significant difference (p <0.05)
between control group and those receiving 10, 25 and 40 mg/kg of aqueous extract of

Curcuma longa.

Key words: aqueous extract of Curcuma longa, rabbit coccidiosis, Eimeria spp.

VI



INDICE

Péagina

Lo INtrOAUCCION. ...t e 1
L1, ANtECEAONTES. ...ttt e 1
112, Curcuma longa. ...........c.ooneee i 1
1.1.2.1. Farmacocinética de curcuming............cooevvueiuiiieinnenneannennen.. 2

1.1.2.2. Efectos farmacologicos de curcumina.............coovvvvieineennnnnnn. 4

1.1.3. CoCCIdIOSTS €N COMEJOS. 1 nurtnttenete et eiete et eeeeteeneeaneeanneenneens 7

L O B O 7 e 10 oo 7

1.1.3.2. TaXONOMIA. .. e ettt e e 7
1.1.33.Ciclode vida. . ..o 12

L.1.4. JUStificacion. ......ooei 15

O TR 010 10 £ N 15

B © ] ] 157201 16
2.1. 0Objetivo general.........ooouiiiiiii i 16

2.2. Objetivos particulares. ........oouvvveeiiii i 16

3. Material y MEtOdOS. . ..ottt e 17
3.1. Obtencidn del extracto acuosos de Curcuma longa......................... 17

3.2. Modelo animal. ... 17

3.3. Disefio experimental...........ccooiiiiiiiiiiii i 18

3.4. Obtencion de MUESLIaS. .......ovueiniiiti i 19

3.5. Analisis de datos. ........oeiiiiiii 19

4. ReSUIAOS. ..t 20
4.1. Conteo de OOQUISTES. ... vvuuettente ettt et e et e e e e e aeeeeaeenaeas 20

4.2. Pesode los animales...........cooooiiiiiiiiiiii 22

5. DASCUSION. .. ettt e e 23
6. CONCIUSION. ...ttt e 24
T RELOTENCIAS. ...t 25
B ADIEXOS. . ettt 33
8.1. Anexo 1 — Técnica McMaster..........oouiiiiiiiiiiiiii i 33

8.2. Anex0 2 — SICUAE. ...t 34

8.3. Anexo 3 — Grupos de CONEJOS. . .vvuurrentteiteae i et eieeeeeeeeeniens 35

VII



8.4. Anexo 4 — Analisis de Varianza Multivariado de ooquistes............... 37
8.5. Anexo 5 —Pruebade Welch..............oo 38
8.6. Anexo 6 — Pruebade Dunnett T3.............ooooiiiiii 39
8.7. Anexo 7 — Andlisis Univariado del peso de los conejos................... 42

VIII



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1.

Cuadro 2.

Cuadro 3.

Cuadro 4.

Cuadro 5.

Comparacidn de distintas especies de coccidias en conejos.................. 10
Localizacion intestinal (con excepcion de Eimeria stiedai) y nimero de
generaciones sexuales de coccidiosis €n CONEJOS. .. .vvuveenreenneennnennnn. 11
Logaritmo promedio del numero de ooquistes por gramo de heces
encontrados en los cuatro grupos de conejos de la raza Nueva Zelanda a los
28 dias de tratamiento. ..........o.oiuiiniiiti i 21
Logaritmo promedio del numero de ooquistes por gramo de heces
encontrados en los cuatro grupos de conejos de la raza Nueva Zelanda a los
35 dias de tratamiento. .........o.eiueitiit i 21
Logaritmo promedio del numero de ooquistes por gramo de heces
encontrados en los cuatro grupos de conejos de la raza Nueva Zelanda a los

42 dias de tratamiento. ... ...ttt e et 22

IX



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.

Figura 8.

Péagina
Formula molecular de curcumina. ... 2
Principales metabolitos de curcumina................c.ooeviiiiiiiiiiiiennn, 4
Morfologia de esporozoito de Eimeria SPP.....cceeeeeeireeeieeeieainenneanns. 8
Esquema del complejo apical en el proceso de endocitosis..................... 8
Morfologia de ooquiste esporulados de Eimeria spp...........c.ccevvvvinnnnnn. 9
Ciclo de vida de Eimeria spp. en conejos (Oryctolagus cuniculus)......... 13
Logaritmo promedio del numero de ooquistes por gramos de heces (OPG)
en los tres grupos de conejos Nueva Zelanda tratados con extracto acuoso
de Curcuma longa y en el grupo control, a través del tiempo (42 dias de
L3120 00 DS 0170 ) 20
Peso promedio en los cuatro grupos de conejos Nueva Zelanda a lo largo
del tiempo (42 dias de tratamiento)...........ccevvuiieiniiiiiieiie e, 22



L. INTRODUCCION

Las especies de Eimeria son una de las causas principales de morbilidad y
letalidad por coccidiosis, es comun en conejos silvestres y domésticos (Oryctolagus
cuniculus). La coccidiosis producida por FEimeria spp. afecta principalmente a
animales jovenes; sus manifestaciones clinicas suelen ser disminucion en el peso,
conversion alimenticia pobre, diarrea y anemia (Bhat ef al., 1996). Sin embargo, la
mayoria de las parasitosis por coccidias se presenta de manera subclinica, pero la
evolucion de la enfermedad dependera de la patogenicidad del parasito y del estado
inmunolégico del individuo (Gres et al., 2003). Actualmente en el tratamiento de la
coccidiosis se utilizan sulfonamidas, ionoforos y quinolonas (Pakandl 2009), los
cuales pueden llegar a ser toxicos para lactantes y hembras gestantes; por otro lado,
los parasitos pueden llegar a generar resistencia debido a las malas practicas en su
utilizacion (Sangster et al., 2009). En virtud de los problemas mencionados, es
importante encontrar alternativas para el tratamiento de la coccidiosis, una de las
cuales es la utilizacion de curcumina (Curcuma longa). La curcumina es un polvo
naranja-amarillo cristalino y su principal componente es el diferuloilmetano, el cual
es extraido de la raiz de Curcuma longa (Shahiduzzaman et al., 2009). La
farmacologia y el posible valor anticancerigeno de la curcumina han sido objeto de

varios articulos de revision desde 1991 (Sharma et al., 2005).

1.1 Antecedentes

1.1.2 Curcuma longa

La especie Curcuma longa Linn., familia de las Zingiberaceas, es originaria
de la India y en la actualidad se cultiva en Asia, China, India y paises tropicales. Es
usada cominmente como una especia, conservador de alimento y colorante. En la
cultura asiatica esta considerada como una planta magica dadas sus caracteristicas
organolépticas y sus indudables propiedades terapéuticas y protectoras, sobre todo a
nivel hepatico y cutaneo (Mesa et al., 2000, Aggarwal et al., 2007). Es cominmente
utilizada en las ceremonias religiosas Hindues donde se aplican en la frente una
mezcla de curcumina con sandalo en polvo.

Fue aislada por primera vez en 1815 y su forma cristalina fue obtenida hasta 1870
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(Kunnumakkara et al., 2009). En 1910 se reporto la formula molecular de curcumina
como CyHyO¢, mientras que su estructura quimica [1,7-bis-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione] fue determinada en 1973 (Chattopadhyay
et al., 2004, Jagetia et al., 2007) (figura 1).

o O
HgCOOCHg
HO OH

Figura 1. Formula molecular de curcumina, tomada de Shankar et al., 2012.

Curcuma longa esta compuesta principalmente por: curcuma, aceites
esenciales (tumerones, atlantones y zingibereno) y curcuminoides (77%
diferuloilmetano/ curcumina, 18% demetoxicurcumina y 5% bisdemetoxicurcumina)
(Sharma et al., 2007, Aggarwal et al., 2007, Kunnumakkara et al., 2009, Shankar et
al., 2012). El principal componente de Curcuma longa es la curcumina, a la cual se le
atribuyen todos las propiedades terapéuticas. Es un polvo naranja-amarillo cristalino
el cual es relativamente insoluble en agua y éter dietilico (Chattopadhyay et al. 2004,
FAO 2006), aunque Aratjo et al. (2001) y Jagetia et al. (2007) publicaron que la
curcumina no es soluble en agua a un pH acido y neutro (FAO 2006); sin embargo,
esta se disuelve facilmente en etanol, acetona y dimetilsulfoxido (Aggarwal et al.,

2007).
1.1.2.1 Farmacocinética de curcumina

Los estudios de farmacocinética se han realizado principalmente en roedores
(Sharma et al., 2007). Tonnesen y Karlsen, (1985) encontraron que en las condiciones
del estomago (pH 1-2) y del intestino delgado (pH 6.5), la curcumina es estable, ya
que aun pH entre 1 y 7, su degradacion es extremadamente lenta.

La elevada lipofilia de la curcumina permite una rapida absorcion
gastrointestinal por difusion pasiva, esto ha sido determinado usando curcumina
radioactiva en ratas, en donde aproximadamente el 35% de las dosis orales (entre 2.5

y 1000 mg/kg) se excreta por las heces en 48 h, absorbiéndose el 65% de la
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curcumina administrada (Ravindranath et al., 1982). Holder et al., (1978)
observaron que al administrar curcumina via oral se absorbe solamente el 60%, y es
metaboliza principalmente por el higado. Mientras que al ser administrada
intravenosa, entre el 50% y 60% de la dosis fue excretada por la bilis (Aggarwal et
al., 2007). Wahlstrom y Blennow en 1978 detectaron el 75% de la curcumina en
heces, mientras que una dosis insignificante fue detectada en la orina (Sharma et al.,
2007).

Tras su administracion se ha observando que la curcumina se metaboliza
rapidamente y posee una eliminacion sistémica rapida, lo cual ocasiona una reduccion
en cuanto a su biodisponibilidad (Aggarwal et al., 2009). La curcumina es
metabolizada y excretada principalmente por bilis, heces y orina en menor proporcion

(Mesa et al., 2000; Johnson-Delaney, 2006).

Los principales metabolitos encontrados de la curcumina fueron
glucoronidos: tetrahidrocurcumina, hexahidrocurcumina y hexahidrocurcuminol
(figura2). Esto demuestra que la mayor fraccion de la curcumina se reduce de forma
endogena, y después es glucuronizado por la UDP-glucuronil transferasa (Holder et

al., 1978).

Shoba et al, (1998) encontraron una manera de aumentar la
biodisponibilidad de la curcumina en el organismo, el cual es mezclarlo con piperina.
Ellos observaron que se elevaba hasta en un 150% la biodisponibilidad, esto se debe a

que la piperina inhibe la glucoronidacion de la curcumina (Shoba et al., 1998).



o OH 2 q
MeO P OMe »OOCMeO O NSNANF O OMe
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0" - iOH
MeO i S N ! OMe
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tetrahydrocurcumin

X OH OH

O oH
MeO OMe MaO OMe
o L, — J
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hexahydrocurcumin

hexahydrocurcuminol

Figura 2. Principales metabolitos de curcumina, imagen tomada de Sharma et al.,

2007

1.1.2.2 Efectos farmacologicos de curcumina

La actividad anti-inflamatoria se ha estado estudiando a partir de 1973
(Araujo et al., 2001), donde los investigadores han encontrado que la curcumina
inhibe el metabolismo del acido araquiddnico, la ciclo-oxigenasa, la lipo-oxigenasa,
las citoquininas (factor de necrosis tumoral e interleucinas) e incrementa la secrecion
de mucina en modelos de inflamacion aguda, subaguda y crénica en ratones y ratas
(Lee et al., 2003, Kohli et al., 2005). Debido a esto se sabe que la curcumina posee un
potencial terapéutico en diferentes enfermedades, tales como: enfermedad de
Alzheimer (Lim et al., 2001), esclerosis multiple (Natarajan et al., 2002), enfermedad
de Parkinson (Zbarsky et al., 2005), epilepsia (Sumanont et al., 2006),
neurodegeneracion asociada a la edad (Calabrese et al., 2003), esquizofrenia (Bishnoi

et al., 2008), encefalitis espongiforme (enfermedad de Creutzfeld- Jakob) (Hafner-
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Bratkovic et al., 2008), dolor neuropatico (Sharma et al., 2006) y depresion (Xu et al.,
2007). También se ha reportado que la curcumina posee efectos nefroprotectores y

hepatoprotectores (Osawa, 2007).

La actividad antibacteriana de curcumina contra las bacterias Gram-positivas
se conoce desde 1974 (Mesa et al., 2000). Tonnensen et al., (1987) comprobaron que
la curcumina era bastante toxica para Salmonella ya que tiene la capacidad de alterar

el ADN.

La actividad inmunomodulatoria de la curcumina se ha probado
principalmente en ratas, en donde South et al., (1997) observaron que hay un aumento
en las inmunoglobulinas G (IgG) aunque no afecta al tipo ni a la actividad de las
c€lulas natural killer. Antony et al. (1999) observaron un incremento en la actividad
fagocitica de los macrofagos en animales tratados. Li X. y Liu X. (2005) informaron
que a dosis bajas de curcumina ayuda a aumentar la proliferacion de los linfocitos del
bazo, mientras que a altas dosis la curcumina deprime la proliferaciéon de dichos
linfocitos. En otro estudio, observaron que la curcumina aumento la proliferacion de
células CD3'T debido al cambio en las células CD4'T en la mucosa intestinal. Estos
estudios demostraron la capacidad de a curcumina para modular las funciones
inmunes en las células T. Forward ef al., (2011) demostraron que la curcumina in

vitro inhibe IL-12 y la produccion de la misma.

Varalakshmi et al., (2008) evaluaron los efectos inmunomodulatorios de la
curcumina en ratas portadoras de ascitis; estos autores observaron que el tratamiento
in vivo aumenta la proliferacion de células T y antigenos especificos de estas células.
También observaron que la curcumina tenia poco efecto sobre la activacion de
macrofagos y células NK. Por otro lado, el tratamiento no alterd la distribucion de

subgrupos de linfocitos (Lt y Lp), células NK, células dendriticas y macrofagos .

Karunagaran et al, 2007 observaron que la curcumina tiene efecto
anticancerigeno, ya que induce a la citotoxicidad y esta a su vez induce a la apoptosis
de la célula cancerigena, al regular los genes de supervivencia tales como NF-kB, egr-
1, c-myc, Bcl-XL, p53 y Bax (Karunagaran et al., 2007). La accion de la curcumina va

a depender del tipo de célula al cual este actuando, la concentracion de curcumina y el
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tiempo del tratamiento. Al administrar curcumina oralmente se ha observado la
inhibicidon de crecimiento celular en células cancerigenas de colon (Churchill ef al.,
2000), piel, estomago, pulmén, duodeno y gldndula mamaria en roedores
principalmente (Huang et al., 1994. También se ha observado que inhibe la
proliferacion celular durante la carcinogénesis (Soudamini et al., 1989, Kuttan et al.,
2007). Uno de los principales obstaculos para el éxito del tratamiento del cancer es a
la resistencia a multiples farmacos (RMF), Xul et al. (2011) suponen que la
utilizacion de curcumina al inicio de la quimioterapia evita la induccion de la
glicoproteina-P  (proteina de transmembrana que transporta el medicamento

intracelularmente) lo cual pueda resultar en una RMF.

Kiuchi et al, (1993) demostraron que la curcumina tiene efecto
antinematddico contra Toxocara canis. Magalhdaes et al, (2009) en estudios
realizados in vitro demostraron la actividad de la curcumina contra los gusanos
adultos de Schistosoma mansoni, en dicho estudio observaron que la curcumina
dafiaba el desarrollo de los huevos, provocaba paralisis y muerte de los gusanos
adultos a los 10 dias de incubacion con curcumina (50 y 100 uM). Singh et al., (2011)
encontraron los mismos resultados al utilizar concentraciones de 10, 20 y 50 mg/kg
sobre Pheretima posthuma (lombriz de tierra). Recientemente Nayak et al., (2012)
demostraron que la curcumina induce apoptosis en Setaria cervi (filaria bovina) in

vitro al promover la fragmentacion del ADN en gusanos adultos.

Los efectos antiprotozoarios de la curcumina han sido descritas para
Plasmodium falciparum (Cui et al. 2007), Leishmania spp. (Koide et al. 2002),
Trypanosoma spp. (Nose et al. 1998, Nagajyothi et al., 2011) y trofozoitos de
Giardia lamblia (Perez-Arriaga et al., 2006). Se ha encontrado una efectividad mayor
al 95% para inhibir el crecimiento de Cryptosporidium en cultivos celulares

infectados (Shahiduzzaman et al. 2009).



1.1.3 Coccidiosis en Conejos

Los conejos son huéspedes de coccidias pertenecientes a los géneros:
Cryptosporidium, Besnoitia, Sarcocystis, Toxoplasma y Eimeria (Pakandl, 2009). Al
conejo se le considera un animal muy susceptible a padecer enfermedades de diversas
etiologias si no se encuentra en condiciones Optimas, debido a esto, en crias intensivas
se llegan a obtener hasta el 20% de pérdidas desde el nacimiento hasta el final de la
engorda. Algunos autores reportan a las enfermedades digestivas como las de mayor
importancia, ya que son el principal obstdculo para el éxito de toda explotacion
pecuaria debido a las cuantiosas pérdidas econdmicas que llegan a ocasionar al
productor por conceptos de muerte, trastornos del crecimiento, disminucion de peso y

gastos en medicamentos (Ming-Hsien et al., 2008, Rosell, 2000).

1.1.3.1 Eimeria spp

1.1.3.2 Taxonomia

*  Phylum: Apicomplexa
* Clase: Sporozoea

¢ Subclase: Coccidia

* Familia: Eimeridae

e Género: Eimeria

Los pertenecientes a la familia Eimeridae poseen un complejo apical
formado por: anillos preconoidales, anillo polar, microtubulos, roptrias, micronemas y

conoide; los cuales les permite su penetracion en la célula (figura 3 y 4).
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Lipidos -
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Figura 3. Morfologia de esporozoito de Eimeria spp. en el cual observamos los

componentes del complejo apical del esporozoito (Schmidt ez al., 2009).

Unién movil
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)
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Figura 4. Esquema del complejo apical en el proceso de endocitosis en donde las
roptrias y los micronemas son las estructuras liberadas durante la penetracion del

trofozoitos a la célula huésped (Schmidt et al., 2009).

La locomocion la realizan por medio de flexion, deslizamiento, ondulacion
en sentido longitudinal y ocasionalmente por medio de flagelos (microgametos). Son
parasitos intracelulares obligados que provocan un cuadro clinico al destruir las
células en las que se alojan. Poseen ooquistes con 4 esporoquistes con 2 esporozoitos

cada uno (Bowman, 2009) (figura 5).



Figura 5. Morfologia de ooquiste esporulados de Eimeria spp. 1. Tapdén de micrdpilo,
2. Micropilo, 3. Granulo polar, 4. Cuerpo de Stiedae, 5. Esporoquiste, 6. Esporozoito,
7. Cuerpo residual del esporoquiste, 8. Vacuola del esporozoito, 9. Capa externa, 10.

Nucleo del esporozoito, 11. Residuo del ooquistes. (Schmidt ez a/, 2009)

Los coccidios provocan una enteritis llamada coccidiosis; estos se transmiten
principalmente por contaminacion fecal y se reproducen mediante secuencias rigidas
de fases sexuales y asexuales de multiplicacion y desarrollo, los cuales provocan una
alteracion del hospedador. Puede ser asintomatica, de manifestacion moderada o
causante de alta mortalidad, dependiendo del tipo de Eimeria spp. que este afectando

(Rosell, 2000; Baker, 2007).

La unidad funcional del coccidio es el zoito, una célula movil, con forma de
platano, redondeada del extremo basal y puntiaguda en el extremo apical. Es el que
migra por el hospedador e invade sus células, ademas de ser el que representa el punto
de inicio y el punto final del ciclo vital de los coccidios. Los esporozoitos son las
formas infectantes que se encuentran en los ooquistes esporulados. Los esporozoitos
invaden las células del hospedador en las que forman muchos merozoitos mediante
una especie de fision multiple interna llamada esquizogonia (o merogonia) en la cual
el nucleo se divide varias veces (mitosis); los taquizoitos se dividen rapidamente y los

bradizoitos lo hacen de manera lenta (Bowman, 2009).

Se han identificado hasta 11 especies del género de Eimeria en los conejos
(cuadro 1). Estas especies son monoxenas (tienen un solo hospedador durante el ciclo

parasitario) y tienen una elevada especificidad con relacion al hospedador. Su



desarrollo es intraepitelial, con lugares de multiplicacion y generaciones sexuales

segun la especie (cuadro 2) (Rosell, 2000; Pakandl, 2009).

Cuadro 1. Comparacion de distintas especies de coccidias en conejos (Rosell, 2000).

Patogenicidad Eimeria Signos clinicos

Ningtin signo clinico

No patogenas Eimeria coecicola
FEimeria perforans Ligero descenso de la
ganancia diaria de peso
Poco patogenas Eimeria exigua No diarrea

. . . . No mortalidad
Eimeria vejdovskyi

Eimeria media Caida de la ganancia diaria

de peso
. Eimeria magna Diarrea
Patdgenas _
Ei . . Poca mortalidad
imeria piriformis dependiendo la cantidad de
. o . eimerias ingeridas.
Eimeria irresidua
Ei i intestinali Grave descenso de la
imeria intestinats ganancia diaria de peso.
Muy patdgenas Diarrea

Eimeria flavescens Mortalidad elevada

Lo mas frecuente: ligero
descenso de la ganancia
diaria de peso, sin diarrea

Patogenicidad en funcion . s ; ;
g . Eimeria stiedai ni mortalidad.
de la dosis )
Pérdida de peso y
mortalidad con infecciones
masivas
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Cuadro 2. Localizacion intestinal (con excepcion de Eimeria stiedai) y numero de

generaciones sexuales de coccidiosis en conejos (Pakandl, 2009).

Especie Segmento intestinal Localizacion en la Generaciones
mucosa asexuales
E. coecicola Apéndix, sacculus 1° GA en GALT; 2° -4° 4
rotundus, placas de Pleyer.  GA y gametogonia en las
vellosidades epiteliales.
Duodeno-ileon;
E. exigua sucesivamente se mueven Parte superior de las 4
de la parte proximal a la vellosidades.
distal del intestino
delgado.
. . 1° GA iptas; 2°-4°
1° GA intestino delgado, GA en crip tas; <
E. flavescens 20.59 GA ciego GA en el epitelio 5
£0- superficial; 5° GA'y
gametogonia en criptas.
1°y 2° GA en criptas; 3°y
E. intestinales Parte baja del yeyuno e 4° GA y gametogonia en 3-4
ileon. criptas y pared de las
vellosidades
1° GA en criptas; 2° GA
E. irresidua Yeyuno e ileon lamina propia; 3°-4° GA'y 4
gametocitos en las
vellosidades epiteliales.
Yeyuno e ileon, en el . . .
E. magna Vellosidades intestinales. 4
duodeno en menor grado.
Duodeno-yeyuno, bajas
E. media concentraciones en el Vellosidades intestinales. 3
ileon.
Maéxima concentracion de
E. perforans parasitos en el duodeno, En criptas y vellosidades. 2
también en el yeyuno e
ileon.
E. piriformis Colon Criptas 4
. . . 1°-3° GA en criptas, 4° y
E. vejdovskyi lleon 5° en vellosidades. >
Epiteli 1
E. stiedai Higado pitelio de los conductos 5.6

biliares.

GA: generacion asexual.
GALT: sistema linfoide del intestino = apéndice vermiforme+valvula ileo-cecal+placas de Peyer
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1.1.3.3 Ciclo de vida

El ciclo bioldgico dura de 4 a 14 dias (dependiendo de la especie de Eimeria)
y comprende de 2 partes, una interna (asexual y sexual) y otra externa (esporogdnica),
la primera comienza después de la ingestion de alimento contaminado con ooquistes,
la pared de estos se descompone en el estdmago liberan 8 esporozoitos. La presencia
de enzimas biliares y pancreaticas en la porcion duodenal del intestino las estimula e
invaden las células epiteliales causando lesiones en el mismo. Ya dentro de la célula,
el esporozoito se transforma en trofozoito y al evolucionar de origen a un merozoito,
estos en conjunto rompen la célula e invaden otras mas (hasta 6 veces) (Pakandl,
2009). La fase sexuada (gametogonia) es en donde los merozoitos se diferencian en
gametos cuya union dard origen a un cigoto que una vez que se ha recubierto por la
pared externa (que lo hace extremadamente resistente) se transforma en ooquiste y es
expulsado con las heces, aqui es donde comienza la parte externa o esporogénica, en
cualquiera de las especies del conejo es de aproximadamente 48-72 hrs. en
condiciones favorables de temperatura (20 °C), humedad (100%, medio acuoso) y
aireacion (300-400 mL de oxigeno) esporula y adquiere el estadio infectante. El
ooquiste es sumamente resistente al calor, por lo que su destruccion solo es posible
aplastando las heces y exponiéndolas al sol a 30 °C- 40 °C, todos los ooquistes
mueren en menos de una hora por desecacion (Bhat ef al., 1996, Gomez, 2002; Allen

et al., 2002) (figura 6).
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Figura 6. Ciclo de vida de Eimeria spp. en conejos (Oryctolagus cuniculus). Imagen

tomada de Rosell, 2000.

El diagnéstico en el laboratorio se realiza por medio de la técnica de
McMaster (ver anexol), si se encuentran menos de 1000 OPG (ooquistes por gramo)
se puede considerar relativamente satisfactorio, a excepcion de que se identifiquen
especies muy patogenas (E. intestinales y E. flavescens) o E. irresidua. A partir de
4000-5000 OPG es aconsejable aplicar profilaxis médica; incluso sin mortalidad o
diarrea hay disminuciéon de rendimiento y riesgo de complicacion infecciosa (Rosell,
2000). En un estudio realizado por Da Costa Freitas et al., (2011) proponen como
prueba complementaria el recuento de leucocitos y concentraciones séricas para
controlar el nivel de infeccion de E. stiedai, ya que a partir del séptimo dia de

infeccion presentaban anemia y leucocitosis con neutrofilia y monocitosis.

Los farmacos madas utilizados para tratar estas enfermedades hasta el
momento son sintéticos, los principales farmacos utilizados son clasificados en 2
grupos, ionoforos: monensina, lasalocid sddico, salinomicina, narasina, maduramicina
y semduramicina; y no ion6foros: Robenidina, decoquinato, nicarbacina, diclazurilo y

halofuginona. De acuerdo a una investigacion realizada por Dorne et al., (2011)
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demostraron que el nivel de residuos de coccidiostatos en los tejidos animales (pollos
y conejos) era lo suficientemente baja, por lo tanto no presentaba un riesgo para la
salud del consumidor (humano) respetando el periodo de retiro. Hay que considerar
que dichos farmacos pueden llegar a ser toxicos, especialmente para lactantes y
hembras gestantes, ademads se llega a presentar residuos y resistencia (Pakandl, 2009;

Sangster et al., 2009; Gerhold et al., 2011).
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1.1.4 Justificacion

Se propone este estudio a causa de la preocupacion actual por el uso
indiscriminado de antiparasitarios de origen quimico que han propiciado la presencia
de cepas resistentes, y que requieren de periodos de retiro en los tejidos y fluidos que
se destinan al consumo humano. Al administrar un extracto de Curcuma longa
oralmente a los conejos infectados de forma natural con coccidias del género Eimeria,
se podrd conocer la eficacia antiparasitaria de un producto natural. En base a
investigaciones realizadas anteriormente, se sabe que el uso de Curcuma longa puede
disminuir la carga parasitaria de pardsitos protozoarios y ser una alternativa para la

prevencion de estas enfermedades.

1.1.5 Hipétesis

La administracion del extracto de curcumina disminuird la carga de Eimeria

spp. en conejos Nueva Zelanda blanco.
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II. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general
Evaluar la eficacia antiparasitaria sobre Eimeria spp. de la curcumina a

diferentes dosis en conejos Nueva Zelanda blanco.

2.2 Objetivos particulares
Determinar la dosis y tiempo de tratamiento apropiada de curcumina en
conejos Nueva Zelanda blanco para reducir la carga de Eimeria spp.
Determinar el porcentaje de la reduccion de la carga de Eimeria spp. en animales

tratados y no tratados con curcumina.
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III. MATERIAL Y METODOS

3.1 Obtencion del extracto acuoso de Curcuma longa

Se utilizd6 rizoma de Curcuma longa (Joy et al., 1998) proveniente del
mercado de Sonora, México, D.F, conocido como “Azafran de la India”. Los rizomas
se clasificaron por tamafo, seleccionando los de mejor desarrollo y uniformidad (se
eliminaron los rizomas delgados) y se lavaron para eliminar la tierra. Se realizaron
cortes longitudinalmente de los rizomas que se secaron a temperatura ambiente.
Posteriormente se macerd. Mezclamos 500 gr en 1 litro de agua bidestilada y se hirvio
durante 20 minutos. La mezcla se dejo reposar durante 24 horas. Pasado este tiempo
se extrajo el sobrenadante y se introdujo a un rotovapor (marca Buchi) a 60°C al vacio
hasta obtener la muestra desecada. El extracto acuoso se almacend en frascos de
vidrio color ambar en gavetas frescas y obscuras (ASAC Compaiiia de biotecnologia

e investigacion, S.A.).

3.2 Modelo animal

El disefio experimental fue aprobado por el Subcomité Institucional para el

Cuidado de Animales en Experimentacion (SICUAE) (ver anexo 2).

Se utilizaron 24 conejos de la raza Nueva Zelanda (blancos) de ocho meses

de edad con un peso promedio de 3 Kg, procedentes de la Preparatoria Agricola,
Universidad Autonoma de Chapingo, Chapingo, Estado de México, México.
Los conejos se mantuvieron en jaulas individuales de alambre galvanizado de 45 cm
de ancho, 30 cm de largo y 30 cm de alto, las jaulas estaban a 60 cm de distancia del
suelo (imagen 1). Se les proporciond agua ad libitum y 100g diarios de dieta
comercial (PURINA®) la cual contiene 16% proteina, 3% grasa, 17% fibra, 10%
cenizas, 12% humedad, 42.5% de elementos libres de nitrogeno, 1% calcio y 0.55%
de fosforo (seglin su analisis garantizado).

Previas a los tratamientos se tomaron muestras de heces de cada animal y se
examinaron con la técnica de flotacion para cuantificar ooquistes por gramo de heces
(OPG) con la técnica de McMaster (Ibarra ef al 2009) con la finalidad de confirmar la

infeccion natural de Eimeria spp. Con base en la cantidad de ooquistes (el conteo de
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ooquistes fue de 150 OPG hasta 1100 OPG, se realizd una asignacion de los
tratamientos controlado para lograr homogeneizar cada grupo experimental de

conejos de acuerdo con este parametro. (ver anexo 3).

Imagen 1. Jaulas de alambre galvanizado.

3.3 Diseiio experimental

Se les administro a los conejos de los grupos 2, 3 y 4 (ver anexo 3) via oral un
extracto acuoso de Curcuma longa mezclado con avena y saborizante de manzana,
esta mezcla se realizo a las 6 horas de la extraccion del extracto acuoso de Curcuma
longa. Cada 100 g de la mezcla contenia 36.84 g de extracto acuoso de Curcuma
longa.

El tratamiento se administrd a los conejos del dia 1 al 7, se dejo descansar a los
conejos a partir del dia 8 al 14 y se volvié a administrar el tratamiento del dia 15 al
21.

Se formaron 4 grupos con 6 conejos cada uno. El grupo 1 fue el grupo control sin
tratamiento, al grupo 2 se le administré una dosis de 10 mg/Kg de extracto acuoso de
Curcuma longa, al grupo 3 se le administr6é una dosis de 25 mg/Kg de extracto acuoso
de Curcuma longa y al grupo 4 se le administr6 una dosis de 40 mg/Kg (South et al.,

1997) de extracto acuoso de Curcuma longa.
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3.4 Obtencion de muestras

Durante el experimento se registro el peso de cada conejo y se obtuvieron muestras de
heces, con la ayuda de una malla mosquitera colocada debajo de cada jaula los dias 7,
14, 21, 28, 35 y 42. Se realizd una muestra representativa de un dia (de 3 a 5 g de
heces) por la mafiana. Las muestras se mantuvieron en refrigeracion hasta su analisis.
Los ooquiste de Eimeria spp. se cuantificaron utilizando la técnica de McMaster (ver

anexo 1).

3.5 Analisis de datos

El diseno del experimento corresponde a un disefio de un solo factor con cuatro
niveles y con observaciones repetidas en el tiempo. Se realizd un analisis de varianza
multivariado (MANOVA) para observaciones repetidas (ver anexo 4). Los conteos de
ooquistes se transformaron a logaritmo (log;o) para lograr una mejor distribucion de
los datos y homogeneizar varianzas, previamente al analisis (Hermosilla et al., 2006).

En los casos donde se encontr6 interaccion tiempo por tratamiento se hicieron analisis
univariados (ANOVA) para cada tiempo, previamente se ajustaron los niveles de
significancia por el método de Bonferroni (Maxwell et a/, 1990). Si las varianzas eran
heterogéneas se utilizo la prueba de Welch (Zar, 1999) y para comparaciones
multiples la prueba de Dunnett T3 (Maxwell et al, 1990; Saez et al., 1994). Para

analizar los datos se utiliz6 el programa JMP 5.0.1 SAS Institute.
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IV. RESULTADOS

4.1 Conteo de ooquistes

Del andlisis de varianza multivariado resultd significativa la interaccion tiempo por
tratamiento (p<0.001), lo que significa, que el nimero de OPG para cada tratamiento
no tiene un comportamiento homogéneo a través del tiempo.

Como consecuencia del resultado anterior, se realizaron analisis univariados
(ANOVA) y utilizé la prueba de Welch (anexo 5). Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.003) entre los grupos a partir de los 28 dias. Para
las comparaciones multiples se utilizo la prueba de Dunnett T3 (anexo 6). A los 28
dias se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en el logaritmo
promedio del nimero de ooquistes por gramo de heces en los conejos, entre el grupo
control y los grupos que recibieron 25 mg/kg y 40 mg/kg de extracto acuoso de
Curcuma longa, y también entre estos dos grupos. A los 35 dias se observo que hay
diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) entre el grupo control con respecto
a los grupos que recibieron 25 mg/kg y 40 mg/kg de extracto acuoso de C. longa. A
los 42 dias se observa que los 3 grupos tratados son significativamente diferentes
respecto al grupo control. Las diferencias encontradas entre tratamientos se muestran

para cada tiempo en los cuadros 3, 4 y 5, y su representacion grafica en la figura 7.
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Figura 7. Logaritmo promedio del nimero de ooquistes por gramos de heces (OPQG)
en los tres grupos de conejos Nueva Zelanda tratados con extracto acuoso de

Curcuma longa y en el grupo control, a través del tiempo (42 dias de tratamiento).
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Cuadro 3. Logaritmo promedio del numero de ooquistes por gramo de heces
encontrados en los cuatro grupos de conejos de la raza Nueva Zelanda a los 28 dias de

tratamiento.

Extracto acuoso de Desviacion
Media i
Curcuma longa (mg) estandar
0 6.56649" 0.56297
10 4.99321%° 2.46769
25 4.97650° 0.94147
40 1.31060° 2.03039

Literales diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)

Cuadro 4. Logaritmo promedio del numero de ooquistes por gramo de heces
encontrados en los cuatro grupos de conejos de la raza Nueva Zelanda a los 35 dias de

tratamiento.

Extracto acuoso de Desviacion
Media i
Curcuma longa (mg) estandar
0 6.50397% 0.59153
10 4.91134% 2.42689
25 4.80468° 0.61785
40 2.3591° 2.15355

Literales diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)

21



Cuadro 5. Logaritmo promedio del numero de ooquistes por gramo de heces

encontrados en los cuatro grupos de conejos de la raza Nueva Zelanda a los 42 dias de

tratamiento.
Extracto acuoso de Desviacion
Media i

Curcuma longa (mg) estandar
0 6.55431*% 0.55705
10 5.27210° 0.74754
25 4.72080° 0.68276
40 2.3591° 2.15355

Literales diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)

4.2 Peso de los animales

Aunque se encontrd que los pesos promedio cambian a través del tiempo (figura 8) no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el peso promedio entre

los tratamientos (p>0.05) (ver anexo 7).
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Figura 8. Peso promedio en los cuatro grupos de conejos Nueva Zelanda a lo largo del

tiempo (42 dias de tratamiento).
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V. DISCUSION

Los resultados encontrados indican que el extracto acuoso de Curcuma longa a dosis
de 25 mg/kg PV y 40 mg/kg disminuyen la carga parasitaria de ooquistes de Eimeria
spp. comparandolo con el grupo control, a partir de los 28 dias en conejos de la raza
Nueva Zelanda. Estos resultados son similares a lo encontrado por Pérez (2010), que a
una dosis de 30 mg/kg de extracto de curcumina logré disminuir la carga parasitaria
de Eimeria spp. en borregos. La dosis de 10 mg/kg del extracto acuoso de Curcuma
longa empieza a disminuir la carga de Eimeria spp. con respecto al grupo control
hasta los 42 dias. La disminucién en la carga parasitaria puede deberse a que la
curcumina precipita en la superficie del esporozoito especialmente a altas
concentraciones, ya que la curcumina afecta la morfologia, la viabilidad y capacidad
de adhesion del esporozoito a la célula huésped (Chattopadhyay et al. 2004); estas
alteraciones dependen tanto de la dosis como del tiempo de suministro (Khalafalla et
al., 2010). Las mismas alteraciones morfologicas fueron reportadas por Pérez-Arriaga

et al., (2006) en trofozoitos de Giardia lamblia.

Es importante hacer notar que el peso promedio de los animales no se vio afectado
por la administracion del extracto acuoso de Curcuma longa dado que no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas con respecto al peso promedio
del grupo control (ver anexo 6). Ramirez-Tortosa et al., (1999) obtuvieron los mismos
resultados al administrarles extracto de curcumina a conejos de la raza Nueva
Zelanda. Cabe mencionar que en un estudio realizado por Allen ef al,. (1998), en
donde administraron 1% y 5% curcumina a la dieta de aves infectadas con Eimeria
tenella (altamente patogena) y Eimeria maxima (medianamente patdgena), solamente
observaron ganancias de peso y disminucion en la excrecion de ooquiste y lesiones

intestinales en las aves infectadas con E. maxima.
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VI. CONCLUSION

Con base en estos resultados podemos concluir que la dosis mas eficiente del extracto
acuoso de Curcuma longa utilizada en este estudio para disminuir la carga parasitaria
de Eimeria spp. es la de 25 mg/kg, ya que su efecto es continuo a lo largo del tiempo,
aunque aun faltan mas estudios in vivo para saber si el efecto antiparasitario es a esa

dosis 0 a una dosis menor y si puede tener efecto entre los 21 y 28 dias.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1. Técnica McMaster

La técnica McMaster consiste en examinar un volumen conocido de una suspension

de heces en una solucion salina saturada, el material que se utiliza es un tubo con una

capacidad de 30 mL, un gotero y una camara de McMaster dividida en dos, cada una

tiene una cuadricula de 1 cm’ y con una capacidad de 0.15 mL. La técnica es la

siguiente:

* Pesar 2 gramos de heces y se colocan el tubo.

» Agregar la solucion saturada para flotacion y se mezcla el contenido hasta obtener
una suspension homogénea.

» Se agita el tubo y se pone una gasa en la boca del tubo y con el gotero se toma la
suspension y se llenan ambas cadmaras rapidamente.

* Contar los ooquistes de cada uno de los cuadros de las camaras observando la
laminilla al microscopio con el objetivo 10x.

Se suman las cuentas de los cuadros, se multiplican por 100 y se divide entre 2 para

obtener el numero de ooquistes por gramo de heces (OPG).
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Anexo 2. SICUAE

vam NagjonaL.  DE LA PRODUCCION Y DE LA SALUD ANIMAL

AVENMA. DE
MEXICO

A QUIEN CORRESPONDA
PRESENTE

Por medio de la presente me dirijo a usted con la finalidad de informarle que el
Subcomité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales en Experimentacion
(SICUAE), ha revisado el protocolo de investigacién de la alumna de maestria
Maria Eugenia Cervantes Valencia, el cual lleva por titulo:

“Valoracion de la eficacia antiparasitaria de la curcumina en conejos”

Dicho protocolo de investigaciéon reline los requisitos que marcan las normas
para el cuidado y uso de animales en experimentacién, por lo cual, no tuvo
objecién en que se realicen los experimentos planteados en el protocolo.

Se extiende la presente para los fines que a la interesada convengan.

ATENTAMENTE . i
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria D.F. a 13 junio del 2011

EL COORDINADOR

OS G. GUTIERREZ AGUILAR

/

ensenanza

eterinaria
en el mundo
-‘—_‘-—E_ﬁ()—f - 2011

Av. Universidad 3000, Universidad Nacional Auténoma de México, CU, Del. Coyoacdn, Distrito Federal, CP 04510.
Tels.: 01 (55) 5622-5854 al 57. Fax: 01 (55) 5616-2342 y 5616-7197.
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Anexo 3. Grupos de conejos

Grupo 1. Control

No. Animal OPG
C26 300
C18 150
C20 500
C13 650
c9 850
C30 1000

Grupo 2. 10 mg/kg de extracto acuoso de Curcuma longa

No. Animal OPG
C28 250
c8 500
C10 600
C29 700
C25 850
C21 950
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Grupo 3. 25 mg/kg de extracto acuoso de Curcuma longa

No. Animal OPG
c1 350
C22 350
Cl1 550
c3 700
c7 800
C24 950

Grupo 4. 40 mg/kg de extracto acuoso de Curcuma longa

No. Animal OPG
C16 250
C19 450
C12 600
c5 650
c2 850
c4 1100

36



Anexo 4. Andlisis de Varianza Multivariado de ooquistes

Fueflte.(’ie Valor Grados del Grad?s del P>F
Variacion numerador denominador
Tratamiento 1.2541929 3 19 7.9432 .0012
Tiempo 15.026476 6 14 35.0618 <0.0001
Tiempo x 0.0114002° 18 40.083 8.6043  <0.0001
tratamiento
*Lambda de Wilks
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Anexo 5. Prueba de Welch

Igualdad de medias
Dia Statistic® dfl df2 Sig.
0 117 3 10.976 949
7 449 3 10.585 723
14 1.778 3 10.565 212
21 5.018 3 10.445 .021
28 13.402 3 9.943 .001
35 10.418 3 9.331 .002
42 11.733 3 9.703 .001

a. Asymptotically F distributed.
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Anexo 6. Prueba de Dunnett T3

Comparaciones miiltiples

Variable  Tratamiento Tratamiento  Diferencia de medias
dependiente ) ) I-J) Error estandar Significancia

Dia 0 1 2 -2.037358833598972E-1 .349627146144925 .989
3 -1.757528999978604E-1 .337108161999872 .994

4 -1.982897279880778E-1 .358416138485969 .992

2 1 .203735883359897 .349627146144925 .989
3 .027982983362037 .260809435229625 1.000
4 .005446155371819 .287822474704560 1.000

3 1 .175752899997860 .337108161999872 .994
2 -2.798298336203686E-2  .260809435229625 1.000
4 -2.253682799021739E-2  .272478528531230 1.000

4 1 .198289727988078 .358416138485969 .992
2 -5.446155371819472E-3 .287822474704560 1.000
3 .022536827990217 .272478528531230 1.000

Dia 7 1 2 .241116660114775 .340976181245309 974
3 .281155677844808 .272710513700557 .870

4 487414091580934 474951159466281 .871

2 1 -2.411166601147752E-1 .340976181245309 974
3 .040039017730033 .295239114091203 1.000

4 .246297431466159 488235306061433 .995

3 1 -2.811556778448079E-1 .272710513700557 .870
2 -4.003901773003271E-2  .295239114091203 1.000

4 .206258413736126 443260625581711 .996

4 1 -4.874140915809342E-1 474951159466281 .871

2 -2.462974314661590E-1 488235306061433 .995

3 -2.062584137361263E-1 443260625581711 .996

Dia 14 1 2 472219425698191 .491020618589761 .899
3 .639249419452187 .326356949105565 352

4 1.038415577933296E0 .465079378299709 239

2 1 -4.722194256981913E-1 .491020618589761 .899

3 .167029993753996 448244445148378 .999

4 .566196152235104 .557416408528246 .878

3 1 -6.392494194521872E-1 .326356949105565 352

2 -1.670299937539958E-1 448244445148378 .999
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Dia 21

Dia 28

Dia 35

.399166158481108
-1.038415577933296E0
-5.661961522351042E-1
-3.991661584811084E-1
.705230264904298
.878433893171891
3.997905985294761E0
-7.052302649042979E-1
.173203628267594
3.292675720390463E0
-8.784338931718914E-1
-1.732036282675935E-1
3.119472092122870E0
-3.997905985294761E0
-3.292675720390463E0
-3.119472092122870E0
1.573289713378090E0
1.589999581179636E0"
5.255886432303882E0"
-1.573289713378090E0
.016709867801546
3.682596718925792E0
-1.589999581179636E0"
-1.670986780154582E-2
3.665886851124247E0°
-5.255886432303882E0"
-3.682596718925792E0
-3.665886851124247E0°
1.592622172660366E0
1.699284904779374E0"
4.144871702063391E0"
-1.592622172660366E0
.106662732119009
2.552249529403026E0
-1.699284904779374E0"

-1.066627321190090E-1

40

419667324014808

.465079378299709

.557416408528246

419667324014808

452085567305210

.314249813705198

1.165302821536525E0

452085567305210

428387510465026

1.201121800480558E0

.314249813705198

428387510465026

1.156315339705279E0

1.165302821536525E0

1.201121800480558E0

1.156315339705279E0

1.033312657716038E0

447827657192375

.860174439339684

1.033312657716038E0

1.078258008060617E0

1.304603689820698E0

447827657192375

1.078258008060617E0

.913676829871486

.860174439339684

1.304603689820698E0

.913676829871486

1.019780046629971E0

.349200529651042

.992911290924222

1.019780046629971E0

1.022378123231003E0

1.381734000666404E0

.349200529651042

1.022378123231003E0

901

239

878

901

.568

.099

.074

.568

998

148

.099

998

171

.074

148

171

.603

.037

.005

.603

1.000

.095

.037

1.000

.025

.005

.095

.025

.004

.047

581

1.000

405

.004

1.000



Dia 47 1 2

3

2.445586797284017E0
-4.144871702063391E0°
-2.552249529403026E0
-2.445586797284017E0
1.282216121197538E0"
1.833516371398680E0"
4.195222569480034E0
-1.282216121197538E0°
.551300250201142
2.913006448282495E0
-1.833516371398680E0"
-5.513002502011419E-1
2.361706198081353E0
-4.195222569480034E0"
-2.913006448282495E0

-2.361706198081353E0

*La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05
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.995579487033319

.992911290924222

1.381734000666404E0

.995579487033319

.380594770371295

.359736649300488

.989581744728191

.380594770371295

413314787810820

1.010292376726882E0

.359736649300488

413314787810820

1.002620947361672E0

.989581744728191

1.010292376726882E0

1.002620947361672E0

243

.047

405

243

.042

.003

.046

.042

704

151

.003

704

267

.046

151

267



Anexo 7. Analisis univariado del peso de los conejos

Media de minimos

Error

. Medi

Tratamiento cuadrados estandar edia

Control 3.2208333 0.07950734 3.22083

10 mg/kg 3.2148810 0.07950734 3.21488
Curcuma longa

25 mg/kg 3.1720238 0.07950734 3.17202
Curcuma longa

40 mg/kg 3.2762857 0.08709592 3.27629

Curcuma longa
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