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RESUMEN


La coccidiosis ovina es una enfermedad parasitaria causada por protozoarios del género Eimeria, la cual puede influir negativamente en la salud y en el rendimiento productivo de los borregos con una mortalidad de hasta el 20%. Esta enfermedad se caracteriza por una alta producción de citocinas proinflamatorias y estrés oxidativo, los cuales pueden dañar el tejido intestinal. En la actualidad, para el tratamiento de la coccidiosis se usan medicamentos. Sin embargo, la resistencia a los compuestos anticoccidiales y la preocupación por los residuos de medicamentos en la leche y en la carne ha llevado a la evaluación de alternativas para prevenir y controlar esta enfermedad. Con base en resultados preliminares, se evaluó en este estudio el uso de Curcuma longa en la suplementación de dieta. Veinte corderos criollos infectados naturalmente con Eimeria spp., de 28 días de edad, con un peso promedio de 12 kg se divididos en cinco grupos. Tres grupos se trataron por vía oral durante 14 días con 50 mg/kg PV, 100 mg/kg PV o 200 mg/kg PV de C. longa. Un grupo tratado con placebo y un grupo control no tratado. Las muestras de heces se obtuvieron cada tercer día para determinar la eficacia anticoccidial. Además, los animales se pesaron el día cero y 42. Para evaluar la actividad inmunomodulatoria de la curcumina se midieron citocinas por ELISA, una proinflamatoria (INF- y una inmunorreguladora (IL-10). La peroxidación de lípidos y la generación de nitritos se determinó por medio del ensayo de malondialdehído en suero y la reacción de Griess, respectivamente. La actividad anticoccidial de la C. longa aumentó con el tiempo en los tres grupos tratados y alcanzó una eficacia del 100% en el día 42. Los animales tratados con 200 mg/kg de C. longa ganaron el doble del peso diario en comparación con los grupos no tratados. Los niveles de IL-10 fueron más altos en los animales tratados, mientras que la peroxidación lipídica y la generación de nitritos fueron significativamente más bajos. Los resultados mostraron que la administración de la curcumina puede reducir la producción de ooquiste, la pérdida de peso, la inflamación y los efectos relacionados con el estrés oxidativo causado por infecciones por Eimeria spp. en corderos.

Palabras clave: Curcuma longa, Eimeria, Citocinas, Estrés oxidativo, Coccidiosis ovina.

ABSTRACT


Ovine coccidiosis caused by Eimeria spp. can negatively impact health and overall productive performance in sheep with mortalities up to 20% in lambs. It is characterized by high production of pro-inflammatory cytokines and oxidative stress that can damage intestinal tissue. Currently, only drugs are used for the treatment of ovine coccidiosis. Nevertheless, anticoccidial resistance and the concern of drug residues in edible tissues and milk have prompted the evaluation of alternatives to prevent and control this disease. Based on preliminary findings, the use of Curcuma longa dietary supplementation was evaluated in this trial. Twenty crossbred lambs naturally infected with Eimeria spp., aged 28-days-old with an average weight of 12 kg, were divided in five groups. Three groups were treated orally for 14 days with 50 mg/kg, 100 mg/kg, or 200 mg/kg of C. longa. A placebo-treated group and untreated controls were included in this trial, too. Stool samples were obtained every other day to determine anticoccidial efficacy. Also, animals were weighed on day 0 and 42. To evaluate the immunomodulatory activity of curcumin, a proinflammatory (IFN-) and an immunoregulatory (IL-10) cytokine were measured by ELISA. Lipid peroxidation and nitrite generation were determined by means of the serum malondialdehyde test and the Griess reaction, respectively. C. longa anticoccidial activity increased over time in treated groups and reached a 100% efficacy on day 42. Animals treated with 200 mg/kg of this plant gained twice the daily weight recorded for untreated groups. IL-10 levels were higher in supplemented animals, whereas lipid peroxidation and generation of nitrites were significantly lower. Results showed that curcumin administration may reduce oocyst output, weight-loss, inflammation and oxidative stress-related effects caused by Eimeria spp. infection in lambs.

Key words: Curcuma longa, Eimeria, Cytokines, Oxidative stress, Sheep coccidiosis
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1. [bookmark: _TOC_250050]INTRODUCCIÓN


La coccidiosis ovina es una enfermedad parasitaria causada por protozoarios del género Eimeria, que afecta principalmente el intestino delgado y grueso. Los animales se infectan por vía oral y pueden ser afectados por diferentes especies al mismo tiempo. Hasta el momento se conocen 11 especies de Eimeria, siendo Eimeria crandalis y Eimeria ovinoidalis las más patógenas (Andrews, 2013; Chartier and Paraud, 2012). Esta enfermedad tiene un impacto económico y de salud, sobre todo en animales adultos, ya que desarrollan una enfermedad subclínica. En un estudio realizado en la Universidad Autónoma de Yucatán sobre la frecuencia de parásitos gastrointestinales en animales domésticos, demostraron que el 91.17% de las muestras de los ovinos resultaron positivas a coccidias (Rodríguez-Vivas et al., 2001). La mortalidad en los corderos puede llegar hasta en un 20%, principalmente porque aún no han adquirido una inmunidad específica (Catchpole et al., 1993; Kommuru et al., 2014; Veira, 2002).  Hasta el momento, no hay vacunas capaces de prevenir la coccidiosis en borregos. Sin embargo, en recientes años, en varios estudios ha demostrado que los bovinos desarrolla una respuesta inmune contra Eimeria. Ya que el parásito es capaz de inducir una respuesta inmune asociada a la inducción de respuesta inmune innata y adaptativa. Los macrófagos y los neutrófilos polimorfonucleares (PMN) son los principales contribuyentes de la generación de citocinas que se observa en la coccidiosis en bovinos (Hermosilla et al., 2006). En estudios previos se ha demostrado que estas células son la principal fuente de especies reactivas de oxígeno (ROS) (Taubert et al., 2009), incluyendo peroxinitrito, ácido hipocloroso y radicales hidroxilo (Sild et al., 2011). A su vez, hay evidencia que sugiere que las ROS contribuyen a varias vías de señalización y puede producir respuestas desreguladas por la vía proinflamatoria causando eventualmente daños en los tejidos (Aline and Bout, 2002; Chow et al., 2011; Simons et al., 2012). También se conoce que los neutrófilos y los leucocitos desencadenan un aumento en la producción de ROS en la mucosa intestinal, causando modificación de proteínas y la inducción de citocinas proinflamatorias (Catanzaro et al., 2015). En cuanto a la coccidiosis se ha demostrado que los PMN aumentan la expresión de la sintasa  de  óxido  nítrico  inducible  (iNOS)  tras  exponerlos  con  los  esporozoitos  de

 (
1
)
Eimeria bovis (Behrendt et al., 2008). Se ha demostrado que la exposición a infecciones con E. bovis, generan una infiltración de células TCD4+ y TCD8+ en tejido intestinal (Sühwold et al., 2010). Las citocinas como la interleucina-2 (IL-2) e Interferón-   (IFN-
) se incrementan durante el periodo de prepatencia en las infecciones primarias causadas por E. bovis; mientras que la interleucina-4 (IL-4) es dominante en el periodo de patencia (Taubert et al., 2008). Por otro lado, la interleucina-10 (IL-10) muestra   una
función inmunorreguladora y previene el daño tisular inducida por la infección con agentes patógenos que son controlados por linfocitos TCD4+ bajo situaciones de altos inóculos en ciertas deficiencias inmunorreguladoras (Barbosa et al., 2015; Jankovic et al., 2010; Magombedze et al., 2015). Varios fármacos están autorizados para el   control
de la coccidiosis ovina, tales como decoquinato, diclazuril y toltrazuril, sin embargo, existe una creciente preocupación en su uso debido a problemas de residuos y a que los periodos de retiro se deben de cumplir antes de sacar al mercado la leche y la carne (Andrews, 2013). Esto ha impulsado el estudio de métodos alternativos para controlar a este parásito sin perder de vista la potencial toxicidad de los residuos de los fármacos en los tejidos de los animales y el impacto ambiental. Algunos de los productos naturales que han presentado resultados prometedores que tienen efecto contra coccidias son por ejemplo, clinoptilolita (Alcala-Canto et al., 2011), plantas que contienen taninos condensados (Burke et al., 2013) y el rizoma seco de Curcuma longa (Cervantes- Valencia et al., 2015; Kommuru et al., 2014; Saratsis et al., 2012). En las últimas décadas se han realizado varios estudios que detallan los efectos antiparasitarios de la curcumina, sobre todo en Plasmodium falciparum (Reddy et al., 2005), Cryptosporidium parvum (Shahiduzzaman et al., 2009), Giardia lamblia (Said et al., 2012), Trypanosoma spp. (Nagajyothi et al., 2012) y Eimeria tenella. En este último parásito, la curcumina induce apoptosis por la presencia de precipitaciones en la superficie del esporozoito afectando su morfología, viabilidad y habilidad de adhesión (Chattopadhyay et al., 2004). La severidad de estas alteraciones depende tanto de la dosis como del tiempo de la administración de curcumina que es el principal curcuminoide del rizoma de Curcuma longa (Khalafalla et al., 2011). A pesar de lo anterior, la información sobre el tiempo de dosificación y la forma de administración de curcumina a partir de Curcuma longa en corderos no se conoce. Por otro lado, bajo ciertas circunstancias, una inflamación grave del tejido intestinal en corderos infectados

con Eimeria spp. puede ocurrir cuando hay una alta ingestión de ooquistes y por consiguiente una respuesta inmune disfuncional. Por tal motivo, se llevó a cabo una prueba de campo con corderos infectados naturalmente con Eimeria spp. Se utilizó una preparación de C. longa en polvo para evaluar la actividad anticoccidial e inmunomoduladora, midiendo la eliminación de ooquistes, peroxidación de lípidos, generación de nitritos, así como una citocina proinflamatoria (INF-) y una citocina inmunorreguladora que impide la excesiva inflamación (IL-10).

2. [bookmark: _TOC_250049]ANTECEDENTES


2.1. [bookmark: _TOC_250048]Protozoarios
Los protozoarios son organismos eucarióticos, ya que almacenan su información genética en los cromosomas, los cuales están contenidos en una envoltura nuclear. Esto los diferencia de las bacterias quienes tienen el cromosoma en el citoplasma (Taylor et al., 2007).

En general, los protozoarios poseen un núcleo, retículo endoplásmico, mitocondria, aparato de Golgi y lisosomas. Se alimentan principalmente por pinocitosis (captación de material del espacio extracelular por invaginación de la membrana) o fagocitosis (rodear con la membrana citoplasmática partículas sólidas e introducirlas al interior de la célula) y los productos metabólicos son excretados por difusión a través de la membrana celular.


2.2. [bookmark: _TOC_250047]Phylum apicomplexa
Es el más diverso y complicado phylum que parasita a los animales domésticos. A los protozoarios los podemos encontrar en el epitelio intestinal, células sanguíneas y dentro del sistema retículo-endotelial. Su ciclo de vida es complejo y está íntimamente integrado a la fisiología del huésped. La clasificación taxonómica del phylum Apicomplexa de importancia veterinaria se presenta en el Figura 1.
El ciclo de vida se divide en tres fases: Esporogonia, esquizogonia y gametogonia.
Los parásitos pertenecientes al phylum Apicomplexa poseen una locomoción interna, la cual es imposible ver a simple vista ya que sus organelos se encuentran en el llamado complejo apical, el cual es una característica que define al phylum y está formado por: anillos precoinoidales, anillo polar, microtúbulos, roptrias y conoide con los cuales se realiza la penetración a la célula (Figuras 2 y 3). El movimiento es a través de ondulaciones en sentido longitudinal y ocasionalmente por medio de flagelos (microgameto).
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Figura 1. Clasificación taxonómica del Phylum Apicomplexa de importancia veterinaria. Modificado de Beck et al., 2009 y Roberts & Janovy, 2009



2.3. [bookmark: _TOC_250046]Familia Eimeriidae
La forman 16 géneros y cerca de 1,340 especies, los más importantes en Medicina Veterinaria son Eimeria e Isospora y las infecciones con estos géneros se refieren a menudo como coccidiosis (Taylor et al., 2007).


2.4. Género Eimeria
Este género está compuesto de aproximadamente 1,700 especies, afectando principalmente a mamíferos domésticos y aves. Todos los géneros de Eimeria son específicos de especie (Müller and Hemphill, 2013).
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Figura  2. Morfología del esporozoito del Eimeria spp. (Roberts & Janovy 2009).
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Figura 3. Esquema del complejo apical en el proceso de endocitosis en donde las roptrias y los micronemas son las estructuras liberadas durante la penetración del trofozoito a la célula huésped (Roberts & Janovy 2009).





La unidad funcional del coccidio es el zoito, el cual es una célula móvil que tiene forma de coma, banana o boomerang. El zoito es el comienzo y el final del ciclo vital de los coccidios. Los esporozoitos son las formas infectantes que se encuentran en los ooquistes esoporulados y son el resultado de la segmentación del protoplasma (Bowman, 2014). El protoplasma (esporonte) está envuelto por una pared resistente y es eliminado en las heces. (Figura 4).





Figura 4. Morfología del ooquiste no esporulado de Eimeria spp. Foto tomada por María Eugenia Cervantes Valencia.




Figura  5. Morfología del ooquiste esporulado de Eimeria spp. sin tapón de micrópilo.
Foto tomada por María Eugenia Cervantes Valencia.




Figura  6. Morfología del ooquiste esporulado de Eimeria spp. con tapón de micrópilo.
Foto tomada por María Eugenia Cervantes Valencia.




2.5. Ciclo biológico de Eimeria spp.
El ciclo biológico de Eimeria spp. inicia cuando los animales ingieren los ooquistes esporulados que se encuentran contaminando el alimento o el agua, una vez ingeridos, estos se reproducen rápidamente. Los ooquistes esporulados viajan por todo el tracto digestivo y en el intestino son liberados los esporozoitos (desenquistamiento), principalmente en el yeyuno e íleon, donde los esporozoitos migran hacia el lumen intestinal para hacer contacto. El ciclo biológico de Eimeria está dividido en dos etapas: 1.- fase endógena, la cual está dividida en sexual (gametogonia) y asexual  (esquizogonia o merogonia) y se desarrolla en el intestino delgado y grueso; y 2.- fase exógena (esporogonia), la cual se lleva a cabo en el medio ambiente.
2.5.1. [bookmark: _TOC_250045]Esporogonia
La esporulación del ooquiste se lleva a cabo bajo condiciones de oxigenación, humedad (100%) y temperatura óptima de 27ºC. Los ooquistes esporulados poseen cuatro esporoquistes (también llamados esporoblastos) con dos esporozoitos cada uno dentro, las cuales se presentan en las Figuras 5 y 6 (Bowman, 2014), y esta es la etapa infectante. Estos protozoarios son heterótrofos y requieren de energía en forma de moléculas complejas de carbono y nitrógeno en forma de mezcla de aminoácidos preformados (Hendrix and Robinson, 2012; Taylor et al., 2007).




2.5.2. [bookmark: _TOC_250044]Esquizogonia

Para que se lleve a cabo la fase del desenquistamiento es necesaria la presencia de dióxido de carbono (CO2), el cual provoca un adelgazamiento de la membrana del ooquiste, por lo tanto, altera la permeabilidad permitiendo la acción de tripsina y sales biliares provocando la liberación de los esporozoitos en el tracto gastrointestinal (Belli  et al., 2006; Nyberg et al., 1968), en donde el siguiente paso es penetrar a la célula. Para poder llevar a cabo, el esporozoito necesita reconocer el lugar, hacer contacto y finalmente penetrar la célula a través de deslizamientos circulatorios, los cuales son producidos por la proteínas de superficie que se encuentran en la porción apical del esporozoito. Una vez que el esporozoito se une a la célula, la invasión continúa con la invaginación y sellado de la membrana celular del huésped formando la membrana de la vacuola parasitófora. El tiempo que tarda el zoito en penetrar la célula va de 5 a 10 segundos (Dubremetz et al., 1998). La función principal de la vacuola es proteger al parásito contra la lisis de la célula huésped; posee poros por donde provee canales nutricionales que permiten transferencia pasiva de moléculas al parásito (Entzeroth et al., 1998; Oakes et al., 2013). Es aquí donde el esporozoito se transforma en trofozoíto (Augustine, 2001) por medio de divisiones nucleares múltiples, las cuales comienzan con una fisión binaria (división del ADN) seguida de la división del citoplasma, lo cual da lugar a dos células hijas (Roberts and Janovy, 2009) y se generan los esquizontes, los cuales son estructuras que constan de un gran número de organismos nucleados alargados conocidos como merozoitos. Esta etapa solo ocurre en el intestino delgado del animal. Cuando la división se completa y el esquizonte madura, los merozoitos salen e invaden células vecinas (de 1º y 2º generación).

2.5.3. [bookmark: _TOC_250043]Gametogonia

La segunda generación de esquizontes son liberados y penetran a las células epiteliales del intestino grueso para desarrollar la gametogonia. En esta etapa se producen los gamontes, los cuales pueden ser de dos tipos: a) Macrogametos (femeninos), que maduran para formar un único gameto el cual ocupará toda la célula huésped, destaca la presencia  de  los  cuerpos  formadores  de  la  pared  del  ooquiste.  b)       Microgameto

(masculino), estos sufren múltiples divisiones mitóticas para dar lugar a múltiples microgametos, solo esta fase posee órgano de locomoción- flagelo. Hay una etapa entre la segunda generación de merontes y el gamonte, en la que el parásito está envuelto en  el núcleo de las células epiteliales del intestino delgado y grueso del huésped y hay una sincronización de la división de la célula huésped y el parásito (Gregory and Catchpole, 1990; Gregory et al., 1987). Cuando los microgametos maduran, abandonan la célula huésped y se desplazan (con ayuda de su flagelo) hasta las células donde se encuentran los macrogametos y se lleva a cabo la fertilización dando lugar  a la formación del  zigoto (ooquiste), los cuales serán liberados con las heces (Chartier and Paraud, 2012; Malo, 2013; Taylor et al., 2007). La pared final del ooquiste es una bicapa electrodensa formada por una capa externa (predominantemente lipídica) y por una capa interna (glucoproteica). Esta bicapa le confiere una excelente resistencia al ooquiste inmaduro y así puede sobrevivir en el medio ambiente (Belli et al., 2006), pueden sobrevivir en el medio ambiente durante meses, incluso años, sin embargo la desecación extrema y la exposición directa del sol limita la sobrevivencia del ooquiste. Temperaturas por debajo de los -30ºC o por encima de los 63ºC son letales. El potencial proliferativo en el huésped es muy alto, ya que según un cálculo teórico, cada ooquiste ingerido podría dar origen a 30 millones de ooquistes excretados (Chartier and Paraud, 2012). La representación gráfica del ciclo biológico de Eimeria spp. se presentan en la Figura 7.
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Figura  7. Ciclo biológico de Eimeria spp. (imagen tomada y modificada de internet)




[bookmark: _TOC_250042]2.6. Coccidiosis en borregos
La coccidiosis (Eimeriosis sensu estricto) en borregos es una enfermedad autolimitante (que comienza y termina en un tiempo programado) la cual afecta principalmente a corderos recién destetados de 3-8 semanas de edad. El estrés que sufren los animales al ser destetados, cambio de alimento, confinamiento, malas condiciones de higiene en el corral, así como estrés por altas/bajas temperaturas, llevan al animal a una depresión de su sistema inmune, induciéndolo a una coccidiosis. La infección ocurre por la ingesta de ooquistes esporulados (Müller and Hemphill, 2013), las manifestaciones clínicas más comunes en los animales son: inapetencia, debilidad, pérdida de peso, diarrea, depresión y anemia (Iqbal et al., 2012). Estas manifestaciones clínicas se deben a que destruyen  las células epiteliales intestinales provocando una enfermedad entérica (Bowman, 2014; Harper and Penzhorn, 1999). En un examen patológico se observa inflamación   crónica
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)
y engrosamiento del intestino grueso, hemorragias en la superficie de la mucosa, puntos blancos en el intestino delgado (nido de esquizontes) y atrofia de las vellosidades (Andrews, 2013). Esta enfermedad tiene impacto sanitario y económico ya que se desarrolla una enfermedad clínica o subclínica, aunque esta última suele ser más esporádica pero también provoca pérdidas económicas. La mortalidad puede  llegar hasta el 20% en corderos, ya que ellos no han adquirido una inmunidad específica (Gjerde and Helle, 1991; Kommuru et al., 2014; Veira, 2002).

Hay dos condiciones que conducen a una coccidiosis clínica: 1) una masiva ingestión de ooquistes esporulados, debido a una alta contaminación del medio ambiente y 2) una multiplicación asexual significante en el hospedador relacionado con una baja resistencia del animal (Chartier and Paraud, 2012).

Se conocen 11 especies de Eimeria que afectan exclusivamente el intestino de  los ovinos (Chartier and Paraud, 2012) (cuadro 1); sin embargo, E. ovinoidalis seguida   por
E. crandalis representan las especies más patógenas; ya que causan diarrea, reducción en la ganancia de peso y una condición de pobre salud en general. En contraste, hay especies como E. pallida cuya patogenicidad se considera leve o insignificante. Recientemente se ha reportado otro género de Eimeria que afecta el abomaso del animal
E. gilruthi (Hermosilla et al., 2016; Maratea and Miller, 2007) provocando principalmente anorexia y pérdida de peso. El efecto patogénico de Eimeria se debe a la destrucción de las células epiteliales del intestino y un masivo cambio en la microflora digestiva ya que se aumenta el número de bacterias Gram negativas, principalmente Escherichia coli (Mohammed et al., 2000).



Cuadro 1. Localización de las especies de Eimeria en ovinos (Hendrix & Robinson 2012; Chatier & Paraud 2012)



Especie	Sitio de predilección

Periodo prepatente
(días)





 (
Eimeria ovinoidalis
Intestino delgado e
intestino grueso
12-15
)

 (
Patógenas
)Eimeria crandalis

Intestino delgado e
intestino grueso

15-20






 (
Eimeria bakuensis
Intestino delgado
18-29
)

Eimeria faurei

Intestino delgado e
intestino grueso

13-15


 (
Eimeria granulosa
ND
ND
)

 (
Poco patógenas
)Eimeria intricata

Intestino delgado e
intestino grueso

23-27


 (
Eimeria marsica
ND
14-16
)
Eimeria pallida	ND	ND

	Eimeria parva
	Intestino delgado e intestino grueso
	12-14

	Eimeria weybridgensis
	Intestino delgado
	23-33

	Eimeria ahsata
	Intestino delgado
	18-30

	Eimeria gilruthi
	Abomaso
	ND



*ND, no disponible

2.6.1. [bookmark: _TOC_250041]Respuesta inmune
La respuesta inmune en la eimeriosis se ha estudiado ampliamente en aves, roedores, y bovinos. Los estudios sugieren que las respuestas a las infecciones primarias están controladas predominantemente por linfocitos T CD4+ con reacciones asociadas a una respuesta Th1, las cuales se consideran clave para el control de la infección primaria. El IFN- inhibe la replicación intracelular de Eimeria spp. in vitro y desempeña un papel
crucial en la abrogación de la infección primaria (Lillehoj, 1998; Yun et al., 2000). Se ha demostrado que la exposición a infecciones con E. bovis, generan una infiltración de células TCD4+ y TCD8+ en tejido intestinal (Sühwold et al., 2010). Las citocinas como la  IL-2  e  INF-  incrementan  durante  el  periodo  de  prepatencia  en  las  infecciones
primarias causadas por E. bovis; mientras que la IL-4 es dominante en el periodo de patencia (Taubert et al., 2008). Por otro lado, la IL-10 tiene una función inmunorreguladora y previene el daño tisular inducida por la infección con agentes patógenos que son controlados por linfocitos TCD4+  bajo situaciones de altos   inóculos
en ciertas deficiencias inmunorreguladoras (Barbosa et al., 2015; Jankovic et al., 2010; Magombedze et al., 2015).
La exposición natural al parásito asegura un contacto continuo el cual permitirá el desarrollo de la inmunidad, pero el grado de inmunidad dependerá de exposiciones previas al parásito.


2.6.2. [bookmark: _TOC_250040]Tratamiento
La quimioterapia es el principal método de control contra Eimeria, en la actualidad hay un amplio número de fármacos que se pueden utilizar, los cuales, pueden ser agregados en el alimento, en el agua de bebida o en las sales minerales, dependiendo de la presentación; su uso puede ser continuo o por un periodo determinado. Los fármacos que se usan con mayor frecuencia son: sulfonamidas, amprolium y ionóforos (monensina, lasolacid), los cuales actúan en el último estadio del ciclo de vida; las quinolonas (decoquinato) interrumpe el desarrollo de la coccidia desde el comienzo del ciclo de vida al actuar sobre las primeras etapas para retrasar el desarrollo antes de que pueda causar daño en las células intestinales (este periodo representa el 71% del ciclo  de vida de la Eimeria en el huésped); y las triazinonas simétricas (toltrazuril y diclazuril), las actúan sobre todo el ciclo de vida de las coccidias (de Andrade et al.,

2012; Taylor et al., 2003). El decoquinato, diclazuril y toltrazuril son los fármacos autorizados para el control de la coccidiosis ovina; sin embargo, existe una creciente preocupación en su uso debido a problemas de residuos de las drogas y los periodos de tiempo de retiro que deben tomarse en cuenta antes de que la leche o la carne salgan al mercado (Andrews, 2013). El principal problema al cual se enfrentan los productores, es la resistencia que se tiene con ciertos fármacos, la cual se ha descrito principalmente en aves de producción (Sangster, 2001). Aún cuando la resistencia de los organismos a agentes tóxicos es un mecanismo de supervivencia fundamental para la adaptación y evolución en la vida (Orozco et al., 2009).

Otro método de control para la coccidiosis son las vacunas, las cuales han sido ampliamente usadas en las aves de producción desde hace 20 años. Se ha demostrado que son un método práctico, principalmente porque es viable vacunar pollos recién nacidos mediante aspersión dentro de cuartos cerrados, estas vacunas tienen un número conocido de ooquistes y de especies de Eimeria. La mayoría de las vacunas disponibles están compuestas por ooquistes vivos, atenuados o no atenuados. Las vacunas que contienen todas las especies de Eimeria se utilizan principalmente para inmunizar a las gallinas de postura, mientras que las que contienen algunas especies como E.  acervulina, E. maxima y E. tenella, son usadas para aves productoras de carne (Chapman et al., 2013). Recientemente se ha investigado sobre el uso de vacunas vivas atenuadas con ooquistes esporulados de E. ninakohlyakimovae en cabras, en el cual, los animales presentaron suficiente inmunogenicidad en términos de protección inmunológica pero no se compara con la inmunogenicidad de una infección natural (Ruiz et al., 2014). Estos problemas han impulsado el estudio de métodos alternativos para el control de Eimeria spp. Algunos de los productos alternativos que han mostrado resultados prometedores contra coccidias del género de Eimeria son: clinoptilolita (Alcala-Canto et al., 2011), plantas que contienen taninos condensados (Burke et al., 2013); y el polvo de Curcuma longa (Kommuru et al., 2014; Saratsis et al., 2012).

2.7. Curcuma longa Linn
Curcuma longa Linn, quien pertenece a la familia Zingiberaceae, es una especie nativa del sureste de Asia cultivada principalmente en Bengala, China, Taiwán, Sri Lanka y Java. En los sistemas de medicina tradicional como Ayurveda, Yunani (Unani), Siddha  y China, se considera un importante agente terapéutico dadas sus características organolépticas y sus indudables propiedades protectoras, sobre todo a nivel hepático y cutáneo. C. longa es comúnmente conocida como azafrán de la India, cúrcuma (español), turmeric (inglés) y kurkuma (alemán). Su rizoma es usado seco como una especia, conservador de alimento y colorante. El aceite esencial es utilizado en la industria de la perfumería (Mesa et al. 2000; Bhowmik et al. 2009; Trujillo et al. 2014; Charles 2013).

El componente más abundante en el rizoma de la planta C. longa es la curcumina, la cual está catalogada como un polifenol. Fue aislado por primera vez en 1815 y su forma cristalina fue obtenida hasta 1870 (Kunnumakkara et al., 2009). En 1910 se describió la fórmula molecular de curcumina como C21H20O6, mientras que su estructura química [1,7-bis-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione] fue determinada en 1973 (Chattopadhyay et al., 2004; Jagetia and Aggarwal, 2007).


2.7.1. [bookmark: _TOC_250039]Química
El rizoma de C. longa contiene de 11-13% humedad, de 60-70% de carbohidratos (principalmente almidón), de 6-9% proteínas, de 3-7% aceites esenciales, de 2-7% fibra, de 3-7% minerales y de 2-10% pigmentos conocidos como curcuminoides los cuales le confieren una coloración amarillo-naranja y son unos de los ingredientes activos responsables de su actividad biológica (Figura 8). El porcentaje de estos valores dependen de las condiciones geográficas donde fue cultivada (Esatbeyoglu et al., 2012). En los aceites esenciales se encuentra una amplia variedad de compuestos sesquiterpenos característicos de la especie como son: ar-turmerona, los isómeros - tumerona (atlantona) y -tumerona (curlona), ar-curcumeno, zingibereno, -felandrene  y sabinena (Charles, 2013; Sharma et al., 2007) los cuales se muestran en la Figura 9.  La ar-tumerona es la sustancia responsable de la actividad alelopática de la curcumina (Saiz  De  Cos  and  Pérez-Urria  Carril,  2014).  La  curcumina  contiene  tres  análogos

importantes : curcumina (Curcumina I ≈70%), químicamente un diferuloilmetano [1,7- bis (4-hidroxi-3-methoxi-fenil)-hepta-1,6-diene-3,5-dione], mezclado con dos  derivados, demetoxicurcumin (Curcumina II-DMC ≈17%) [4-hidroxicinnamoyl-(4- hidroxi-3-methoxycinnamoil) metano], y bis-demetoxicurcumin (Curcumina III-BDMC
≈3%) [bis-(4-hydroxy cinnamoyl) metano]. En 1993 Kiuchi et al. aislaron y caracterizaron la ciclocurcumina (Curcumina IV), el cual es un curcuminoide no muy conocido (Anand et al., 2008; Shahiduzzaman et al., 2009; Siviero et al., 2015; Trujillo et al., 2013). Los grupos funcionales asociados a la estructura química de la curcumina que incluyen bis-insaturados -dicetona, dos grupos metoxi, dos grupos hidroxi fenólicos (hidrofóbico) y dos enlaces dobles conjugados son los que podrían  desempeñar un papel esencial en actividades antiinflamatorias (Anand et al., 2008). La molécula de la curcumina puede adoptar muchas conformaciones diferentes para maximizar los contactos hidrofóbicos con la proteína a la que se quiere unir (Gupta et al., 2011). Los análogos naturales de la curcumina y sus metabolitos importantes se presentan en la Figura 10.
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Figura  8. Curcuma longa Linn. (Siviero et al. 2015)
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Figura  9. Sesquiterpenos de la Curcuma longa (Esatbeyoglu et al. 2012)
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Figura 10. Estructura química de los principales curcuminoides (Basnet & Skalko- Basnet 2011)



La curcumina no es soluble en agua, solamente es soluble en etanol, dimetilsulfóxido (DMSO) y aceite. Tiene una absorción máxima de 420 nm. La curcumina tiene las propiedades de un indicador ácido-base. A pH <1, la curcumina está en el estado protonado (donador de átomos de H) y presenta un color rojo; mientras que a un pH 1-7 es de color amarillo y se encuentra en estado neutro. A un pH >7, la curcumina se encuentra en estado deprotonado (donador de electrones), y presenta nuevamente un color rojo (Aggarwal et al., 2007; Esatbeyoglu et al., 2012; Siviero et al., 2015).

2.7.2. [bookmark: _TOC_250038]Biodisponibilidad
La biodisponibilidad de la curcumina es baja ya que entre el 40-65% es absorbida en el tracto gastrointestinal y se metaboliza a través de la bilis-metabolismo enterohepático (Esatbeyoglu et al., 2012), mientras que aproximadamente el 35% es excretada sin cambios. La curcumina es eliminada dentro de las primeras 24 horas después de su administración (Holder et al., 1978). En un estudio realizado en ratones, después de administrarles intraperitonealmente 0.1 g/kg de curcumina observaron que 2.25 g/g de curcumina aparece en plasma en los primeros 15 minutos (Cheng et al., 2001). Los niveles en suero alcanzan su máximo en 1 o 2 horas después de la ingesta oral y disminuyen gradualmente dentro de las siguientes 12 horas. Una hora después de la administración, los niveles de curcumina en el intestino, bazo, hígado y riñones fueron de 177, 26, 27 y 7.5 g/g respectivamente (Lin, 2007).
En ensayos clínicos (Fase I) con 25 pacientes que tenían diferentes lesiones pre- cancerosas demostraron que a dosis diarias orales de 4, 6 y 8 g de curcumina durante tres meses las concentraciones séricas fueron de 0.51+0.11, 0.63+0.06 y 1.77+1.87 M, respectivamente. Estos datos indican que la curcumina tiene una pobre absorción y que su biodisponibilidad sistémica está limitada (Cheng et al., 2001). La concentración sérica de la curcumina solo puede ser detectable en humanos, después de una ingestión  a concentraciones de 4 g en adelante (Sharma et al., 2004).
En las condiciones del estómago (pH 1-2) y del intestino delgado (pH 6.5), la  curcumina es estable, ya que a un pH entre 1 y 6, su degradación es extremadamente lenta. Su elevada lipofilia permite una rápida absorción gastrointestinal por difusión pasiva. Tras su administración, es metabolizada y excretada principalmente por bilis, heces y orina (Mesa et al., 2000). Los metabolitos de curcumina que han sido descritos son: dihidrocurcumina (DHC), tetrahidrocurcumina (THC) el cual es uno de los principales metabolitos de la curcumina, hexahidrocurcumina (HHC), octahidrocurcumina (OHC), glucorónido curcumina y sulfato de curcumina (Figura 11). Esto demuestra que la mayor fracción de la curcumina se reduce de forma endógena, y después es glucoronizada por la UDP-glucoronil transferasa (Holder et al., 1978). Se ha demostrado que los metabolitos mencionados poseen efectos farmacológicos (Anand et al., 2008).

Se han propuesto diferentes estrategias para aumentar la absorción de la curcumina como son: mezclarlo con piperina, el cual eleva hasta en un 150% la biodisponibilidad, esto se debe a que la piperina inhibe la glucoronidación de la curcumina (Shoba et al., 1998). Otros métodos probados han sido las nanopartículas, las emulsiones y los liposomas (Anand et al., 2008; Douglass and Clouatre, 2015; Zhongfa et al., 2012).    La
solubilidad de la curcumina también puede ser aumentada por la formación de complejos con metales iones como, Zn2+, Cu2+, Mg2+ y Se2+, así como albúmina de  suero (Basnet and Skalko-Basnet, 2011).




[image: ]
Figura 11. Estructura química de algunos metabolitos importantes de la curcumina (Basnet & Skalko-Basnet 2011)



2.7.3. [bookmark: _TOC_250037]Farmacodinamia
La curcumina es altamente pleiotrópica (fenómeno por el cual un solo gen es responsable de efectos fenotípicos o caracteres distintos y no relacionados) capaz de interactuar con un gran número de dianas moleculares así como proteínas, enzimas,

 (
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ADN, ARN y como moléculas portadoras (Anand et al., 2008; He et al., 2015). La THC muestra una mayor potencial antioxidante de la curcumina, el cual se considera uno de los factores responsables de la actividad antioxidante en experimentos in vivo. La administración oral de THC previene cambios en los niveles de ácidos grasos, glucosa e insulina en ratones diabéticos (Anand et al., 2008).
Sus principales efectos farmacológicos son: actividad antibacteriana in vitro contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Tyagi et al., 2015), antiinflamatorio (Kohli et al., 2005), propiedades antioxidantes (Subramanian et al., 1994), efecto funguicida Sporothrix schenckii (Huang et al., 2016), efectos antihelmínticos contra: Toxocara canis (Kiuchi et al., 1993), Schistosoma mansoni (Allam, 2009; Magalhães et al., 2009; Morais et al., 2013), Pheretina posthuma (Singh et al., 2011), Setaria cervi (Nayak et al., 2012), Raillietina cesticillus (El-Bahy and Bazh, 2015) en estudios in vitro e in   vivo, Ascaridia galli (Alrubaie, 2015) en estudios in vivo e in vitro, Anisakis simplex (Valero et al., 2015), L3 Haemonchus (Nasai et al., 2016) y protoescólices de Echinococcus (Almalki et al., 2016). Los efectos antiprotozoarios de la curcumina han sido descritos para Plasmodium falciparum (Cui et al., 2007), Plasmodium berghei (Padín-Irizarry et al., 2016), Leishmania spp. (Koide et al., 2002), Trypanosoma cruzi (Nagajyothi et al., 2012; Vathsala et al., 2012), Trypanosoma evansi (Gressler et al., 2015), trofozoitos de Giardia lamblia (Shahiduzzaman et al. 2009), Cryptosporidium parvum en ooquistes y esporozoitos (Shahiduzzaman et al., 2009) y esporozoitos de Eimeria tenella (Khalafalla et al., 2011).


2.7.4. [bookmark: _TOC_250036]Propiedades antioxidantes y antiinflamatorias
Su actividad antiinflamatoria se debe a que tiene la capacidad de unirse directamente a moléculas proinflamatorias. La curcumina modula la respuesta antiinflamatoria al disminuir la expresión de ciclooxigenasa-2 (COX-2) e inhibe la expresión de enzimas proinflamatorias como lipooxigenasa-5 (LOX-5) e iNOS. Además, inhibiendo la producción de citocinas inflamatorias como factor de necrosis tumoral alfa (TNF-) e INF-, este último se debe a que suprime la cascada de señalización de las Janus quinasas (JAK)-STAT a través del efecto sobre la homología Src 2 que contiene el dominio de la proteína tirosina fosfatasa (SHP)-2, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 e IL-12, proteína quimiotáctica de monocitos (MCP) y proteína inhibitoria de la migración. La
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curcumina suprime la activación del factor nuclear-B (NF-B), quien está involucrada en la regulación de la inflamación, proliferación celular, transformación y tumorigenesis. La mezcla de curcuminoides (curcumina, DMC, BDMC) actúa mejor en la supresión de la activación de inducida por TNF-B (Gupta et al., 2011; Jurenka,  2009; Sandur et al., 2007)

Se ha demostrado que los curcuminoides son secuestradores de radicales libres y de ROS como radicales hidroxilo, radicales superóxido, radicales peroxil y peroxinitrito, cuya producción está implicada en la inducción de estrés oxidativo. También lo tienen como un agente reductor e inhibidor del daño al ADN, especialmente en la presencia de Cu o Fe. Ya que la curcumina es capaz de unirse al Fe, Mn y Cu modulando las propiedades antioxidantes. La curcumina (curcumina I) es mas eficiente que DMC y BDMC en secuestrar radicales libres (Anand et al., 2008; Gupta et al., 2011;  Noorafshan and Ashkani-Esfahani, 2013). Se ha demostrado que la actividad de los curcuminoides es más fuerte si se dan mezclados que por separado, esto se debe a que hay una acción sinérgica entre ellos (Kiuchi et al., 1993).
Estudios in vitro e in vivo, especialmente en ensayos clínicos en humanos, indican que  la curcumina puede ser un agente terapéutico potencial en muchas enfermedades por ejemplo, enfermedad crónica inflamatoria del intestino, artritis, pancreatitis, uveítis anterior crónica y cáncer (Jurenka, 2009).


2.7.5. [bookmark: _TOC_250035]Propiedades inmunomodulatorias
Su actividad inmunomodulatoria in vivo se ha probado principalmente en ratas,  en donde aumenta las IgG aunque no afecta al tipo ni a la actividad de las células NK (South et al., 1997). Antony et al. (1999), observaron un incremento en la actividad fagocítica de los macrófagos en animales tratados. La curcumina a dosis bajas ayuda a aumentar la proliferación de los linfocitos del bazo, mientras que a dosis altas    deprime
la proliferación de linfocitos del bazo (Li and Liu, 2005). En otro estudio, el tratamiento con curcumina aumentó la proliferación en la mucosa intestinal de células TCD3+ debido al cambio en las células TCD4+. Forward et al. (2011) demostraron que la curcumina in vitro inhibe IL-12 y la producción de la misma.

En estudios in vivo recientes observaron aumento en la proliferación de células T y antígenos específicos de células T. Ellos vieron que tenía poco efecto con respecto a la activación de macrófagos y NK. Además la curcumina no alteró la distribución de subgrupos de linfocitos T, B, NK, células dendríticas y macrófagos, no se observó ningún efecto sobre citocinas circulantes (Varalakshmi et al., 2008).

2.7.6. [bookmark: _TOC_250034]Toxicidad
En estudios preclínicos de seguridad sistemáticos dirigidos por el instituto de Cáncer (NCI) de EEUU, demostraron que no hay efectos adversos en ratas, perros o monos a una dosis de hasta 3.5 g/kg administrados durante 3 meses (Sharma et al., 2007). El uso de la curcumina fue aprobada por la Administración de Drogas y Alimentos (FDA) y el comité mixto FAO/WHO (Boskou et al., 2010).

En todos los experimentos in vitro e in vivo que se han realizado, se ha demostrado que los efectos farmacológicos, antiinflamatorios, antioxidantes e inmunomodulatorios que tiene la curcumina son dosis-tiempo dependiente.

3. [bookmark: _TOC_250033]HIPÓTESIS


La severidad del cuadro clínico de la coccidiosis ovina provocado por Eimeria spp. está relacionada con la magnitud de la modulación de la respuesta inmune a causa de estos parásitos, la administración del polvo de C. longa ejerce efecto inmunomodulatorio, antioxidante, antiinflamatorio y disminuye la eliminación de ooquistes de Eimeria spp. en corderos infectados naturalmente.

4. [bookmark: _TOC_250032]OBJETIVO GENERAL


Determinar dosis y forma de administración del polvo de C. longa, así como el efecto a nivel inmunológico que tiene en corderos infectados naturalmente con Eimeria spp.


4.1. [bookmark: _TOC_250031]Objetivos particulares


· Determinar dosis, tiempo y forma de administración del polvo de Curcuma longa en corderos cruza Suffolk infectados naturalmente con Eimeria spp.

· Evaluar el efecto del polvo de Curcuma longa en animales infectados naturalmente con Eimeria spp.

· Evaluar el efecto inmunomodulatorio, antioxidante y antiinflamatorio del polvo de Curcuma longa en corderos infectados naturalmente con Eimeria spp.

· Evaluar el efecto in vitro de la curcumina en esporozoitos de Eimeria spp.



5. [bookmark: _TOC_250030]JUSTIFICACIÓN


El uso de coccidicidas y coccidiostatos en la producción ovina han sido una estrategia comúnmente usada para controlar la coccidiosis, teniendo efecto sobre el estadio temprano del desarrollo del parásito, incluyendo esporozoitos, merontes y merozoitos. Estos fármacos son administrados principalmente como aditivos en el alimento o mezclados con el agua de bebida. Sin embrago, el uso inadecuado (subdosificación o sobredosificación) y el tiempo de retiro que tienen algunos fármacos, el cual muchas veces no es respetado, han provocado que se presenten casos de resistencia, residuos en los productos y subproductos animales. Ante el auge de las producciones orgánicas y la prohibición desde el 2006 en la Unión Europea de los anticcocidianos de origen  químico como aditivos en el alimento, se busca una nueva alternativa para la Eimeriosis ovina. La evidencia reciente sugiere un papel importante por parte de la curcumina (principal curcuminoide presente en el rizoma de C. longa) para controlar la infección de Eimeria spp. Sin embargo, a la fecha no se ha determinado la dosis, tiempo y forma de administración en corderos infectados naturalmente con Eimeria spp. En la actualidad solo se han realizados estudios in vitro de la forma de actuar de la curcumina en los esporozoitos de E. tenella, mientras que los estudios in vivo han sido realizados principalmente en aves y conejos, demostrando efectos positivos sobre la disminución en la eliminación de ooquiste de Eimeria spp. Por lo tanto, en este estudio se avalúa por primera vez el efecto de la cúrcuma en ovinos infectados naturalmente con Eimeria spp. y el efecto in vitro de la curcumina (Sigma-Aldrich®, C1386, >65% pureza) sobre el esporozoito de una coccidia de rumiante mediante cultivo celular. Así mismo, se generó evidencia original sobre la actividad antioxidante del polvo del C. longa que fue administrada a los corderos.

6. [bookmark: _TOC_250029]MATERIAL Y MÉTODOS


6.1. [bookmark: _TOC_250028]Elaboración de galletas y determinación de curcuminoides
Uno de los objetivos particulares fue la determinación de curcuminoides en los diferentes polvos de C. longa encontrados en la Ciudad de México y en las galletas elaboradas con el polvo de C. longa que se administraron a los corderos. Esta determinación se llevó a cabo en el Departamento de Farmacia de la Facultad de Química (FQ) de la UNAM gracias a la colaboración del Dr. Fausto Rivero Cruz y la Dra. Blanca Rivero Cruz. Con estos resultados, se realizó una tesis de licenciatura, con la cual se graduó la alumna Ofelia Velázquez García.
La materia prima, la elaboración de las galletas e idea se llevó a cabo en la FMVZ- UNAM, en la FQ solamente se realizó la cuantificación de los curcuminoides.
Los resultados correspondientes a los análisis fueron tomados de la siguiente tesis: “Cuantificación de curcuminas con actividad antiparasitaria en insumos de uso veterinario”, cuya autora es Ofelia Velázquez García. La tesis puede ser consultada en www.dgbiblio.unam.mx
Los ingredientes y el procedimiento para la elaboración de la galleta se publicarán una vez que la Coordinación de Innovación y Desarrollo de la UNAM nos instruya que ya es posible difundirla dado que se está tramitando la patente (Anexo 1).


6.1.1. [bookmark: _TOC_250027]Elaboración de galletas de cúrcuma
Para reducir costos en la producción de las galletas de cúrcuma, se utilizó un polvo comercial de C. longa (Shan Khalis Turmeric Power), el cual se compró en un local comercial que importa especias (Ultra Chem, Estado de México).
Con el fin de facilitar la ingesta de C. longa por los animales, se hicieron galletas. Cada galleta contenía harina de trigo, agua, destilado de caña de azúcar y esencia artificial de piña. Para cada galleta, el polvo de C. longa fue incorporado de acuerdo a la dosis usada para cada animal para cada grupo. El destilado de caña de azúcar y saborizante artificial de piña se mezclaron con el polvo de C. longa para facilitar su homogenización y para mejorar la palatabilidad. Como placebo se hicieron galletas sin C. longa.

6.1.2. [bookmark: _TOC_250026]Cuantificación de curcuminoides totales en diversas muestras de polvo de Curcuma longa  por el método espectrofotométrico UV
La literatura reporta que dependiendo el origen del rizoma de C. longa depende la concentración de curcuminoides. Con el fin de saber las concentraciones totales de diferentes muestras, se realizó la cuantificación de curcuminoides de 6 diferentes muestras de polvo de C. longa.
Para cada muestra, se realizó una extracción con etanol (Velázquez García, 2016). Los resultados se expresan como curcuminoides totales a partir de la curva estándar preparada bajo las mismas condiciones de análisis.


6.1.3. [bookmark: _TOC_250025]Cuantificación de curcuminoides en las galletas (dosis de 50, 100 y 200 mg por unidad) por el método espectrofotométrico UV
La cuantificación total de curcuminoides del polvo de C. longa se determinó cuantitativamente utilizando un método espectrofotométrico UV validado en un estudio previo (Sharma et al., 2012). Se preparó una solución estándar de 1 g/ml (10 mg del estándar de referencia en 10 mL de metanol) para los espectros UV. La longitud de  onda de absorbancia máxima fue determinada mediante espectrofotometría a 421 nm. Como estándar se utilizó uno que contenía 94% de curcuminoides > 80% curcumina (C7727 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU). Posteriormente, se  prepararon diferentes concentraciones de curcumina para evaluar linealidad, rango y precisión del método. La validación de este método se llevó a cabo de acuerdo con International Conference on Harmonization (2005). El coeficiente de variación fue <2.0% y el coeficiente de correlación linear fue de 0.9982, lo que sugiere un buen  ajuste  del modelo (Velázquez García, 2016).


6.1.4. [bookmark: _TOC_250024]Estabilidad de los curcuminoides en la galleta por Cromatografía de Líquidos de Alta Eficiencia (HPLC)
La estabilidad de la galleta se evaluó mediante el análisis del efecto de la temperatura y el tiempo de almacenaje, para garantizar que en el transcurso del tiempo los curcuminoides se mantienen estables en las condiciones de almacenamiento. El análisis se realizó después de 1, 20, 40 y 90 días de almacenamiento en refrigeración a 2 - 4 ºC y

protegidos de la luz. Se analizaron dos réplicas de cada dosis, los resultados se compararon con la respuesta generada por una solución de curcuminoides preparada el día del análisis (Velázquez García, 2016). Este análisis se realizó mediante HPLC.


6.1.5. [bookmark: _TOC_250023]Identificación de curcuminoides, curcumina y demetoxicurcumina en los diferentes polvos de C. longa por HPLC
Con el fin de saber la cantidad de curcuminoides, curcumina y demetoxicurcumina, se realizó la cuantificación de diversos polvos de C. longa por HPLC (Velázquez García, 2016).


6.1.6. [bookmark: _TOC_250022]Identificación de curcuminoides, curcumina y demetoxicurcumina en las galletas (dosis de 50, 100 y 200 mg por unidad) por HPLC.
Con el fin de saber la cantidad de curcuminoides, curcumina y demetoxicurcumina, se realizó la cuantificación en las galletas en sus tres diferentes dosis (50, 100 y 200 mg) por HPLC (Velázquez García, 2016).

6.2. Estudio in vivo


6.2.1. [bookmark: _TOC_250021]Modelo animal
Se utilizaron 20 corderos cruza Suffolk con un promedio de 28 días de edad y un peso promedio de 12 kg. Antes de comenzar el experimento (día 0), se tomaron muestras de materia fecal directamente del recto usando una bolsa de polietileno, y se realizaron las técnicas de flotación para confirmar la presencia de ooquistes de Eimeria spp., la cuantificación de la carga parasitaria se llevó a cabo utilizando la técnica de McMaster (Gordon and Whitlock, 1939). El conteo de ooquistes se realizó por triplicado y fue expresado como ooquistes por gramo de heces (OPG). Con base en los resultados obtenidos, los animales se clasificaron de menor a mayor OPG y asignados al azar a uno de los cinco grupos (n=4) mediante el bloque basado en el recuento de OPG determinado en el día cero (0) antes del tratamiento (Kommuru, et al., 2014). Un grupo se mantuvo como el control no tratado (T01), animales con placebo (T02); animales que se les administró una dosis de 50 mg/kg de polvo de C. longa (T03); animales que se les administró una dosis de 100 mg/kg de polvo de C. longa (T04) y animales que se les administró una dosis de 200 mg/kg de polvo de C. longa (T05). La excreción de ooquistes por gramo de heces (OPG) de cada animal, el tratamiento al que pertenecen y los pesos se presentan en el Cuadro 2. Los criterios para seleccionar estas dosis se basó en un estudio previo (datos no publicados). Durante 14 días consecutivos, los animales recibieron el placebo o las galletas preparadas con polvo de C. longa dependiendo al grupo que pertenecían. Las galletas se mantuvieron en refrigeración y protegidas de la luz.
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Cuadro 2. Excreción de ooquistes por gramo de heces (OPG), porcentaje de especies de Eimeria patógenas (E. ovinoidalis y E. crandalis), tratamiento al que pertenecen y peso en los 20 corderos utilizados en el experimento.
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Animal
%
13151
250
52
4
4
13.8
13140
500
52
3
3
13.6
13143
450
50
5
4
11.2
13159
1550
72
3
1
10.8
13150
1450
76
5
1
12.1
13147
350
66
1
4
13.8
13156
300
62
2
4
12.1
13158
1550
52
4
1
10.8
13148
4450
46
2
1
10.5
13139
1450
66
2
2
11.7
13145
7900
68
1
1
10.3
13142
450
42
2
3
13.3
13034
1300
86
5
2
12.2
13135
1050
46
1
2
12.6
13132
800
56
5
3
12.7
13157
500
66
1
3
13
13044
1450
20
3
2
12.1
13137
450
52
4
3
12.4
10
300
62
3
4
14.1
13102
850
62
4
2
13.8
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6.2.2. [bookmark: _TOC_250020]Diseño experimental
Corresponde a un diseño de un solo factor con cinco niveles aleatorizados en bloques completos con diez observaciones repetidas en el tiempo y cuatro repeticiones por tratamiento.

Factor C. longa: Control sin placebo (1) Control con placebo (2)
50 mg/kg de polvo de C. longa (3) 100 mg/kg de polvo de C. longa (4) 200 mg/kg de polvo de C. longa (5)

Bloques: se formaron con cuatro animales que tuvieran un número similar de OPG al inicio del estudio (día 0).


6.2.3. [bookmark: _TOC_250019]Obtención de muestras de heces
Para evaluar la eficacia de cada tratamiento (T03, T04 y T05), se tomaron muestras de heces los días 3, 7, 10, 14, 18, 21, 28, 35 y 42.
La reducción del porcentaje del conteo de OPG se calculó de la siguiente manera:


[image: ]𝑃 𝑂𝑃𝐺 𝑇02 𝑑í𝑎!   − 𝑃 𝑂𝑃𝐺 𝑇𝑥!  𝑑í𝑎!	÷ 𝑃 𝑂𝑃𝐺 𝑇02 𝑑í𝑎!   ×100


Donde P= media aritmética, OPG=ooquistes por gramo, T02= grupo placebo, n=día de la toma de muestra, Tx= grupo tratado, i=dosis utilizada del polvo de C. longa
6.2.4. [bookmark: _TOC_250018]Procesamiento para la identificación de especies de Eimeria
Las especies de Eimeria se identificaron por morfología después de esporular los ooquistes (da Silva and Miller, 1991). Las muestras de heces se recolectaron los días 0, 14, 21, 28, 35 y 42. Se incubaron en dicromato de potasio (K2Cr2O7) al 2.5% a 27º +  2ºC durante 5 días bajo condiciones de oxigenación constante. Los ooquistes esporulados se concentraron con solución saturada de cloruro de sodio. Se midieron 100 ooquistes esporulados por cada muestra, los cuales se tomaron al azar. Para medir los ooquistes se utilizó un ocular micrométrico (Leica Microsystems, ASPELAB, México).


6.2.5. Toma de muestras de sangre para la determinación de IFN-, IL-10, nitritos y peroxidación lipídica
La sangre se recolectó de la vena yugular (10 mL/animal) durante la mañana con la ayuda de un tubo Vacutainer® conteniendo o no EDTA. Las muestras se centrifugaron a temperatura laboratorio por 10 min a 800 g. Cuando no se utilizó EDTA, el suero se dividió en alícuotas en tubos eppendorf y se guardaron en congelación a -20ºC hasta su uso y los análisis de citocinas se realizaron por triplicado.

 Determinación de los niveles de IFN-
Los niveles de IF se analizaron utilizando un kit de ELISA (Bovigam, Zoetis, USA) con el suero obtenido de la muestra de sangre los días 0, 7, 14, 30 y 42 usando el  método colorimétrico (Plain et al., 2012). Se utilizaron placas con 96 pozos (Corning Costar COR3596, USA) y se llenaron con 100 l de anticuerpos anti-sheep IFN- en PBS (2 g/ml) y se incubaron toda la noche a 4 ºC. Las placas fueron lavadas 5 veces usando una solución de lavado (PBS CON 0.05% Tween 20). Se descongelaron las muestras y se llevaron a temperatura ambiente. El anticuerpo se bloqueó con PBS-1% BSA durante 1 hora. Los estándares de IFN- (Abd Serotec, EEUU) y las muestras se agregaron dentro de las placas durante una hora a temperatura laboratorio y después se lavaron 4 veces con la solución de lavado. Después, un anticuerpo biotinilado anti-  sheep IFN- (Abd Serotec) en PBS (0.5 l) se agregó y las placas se incubaron por una hora. Este paso fue seguido por la adición de 10 l de peroxidasa de rábano (HRP-Abd Serotec). Después de la incubación a temperatura laboratorio, las placas se lavaron con amortiguador. Después, 100 l de solución sustrato de 3,3’,5,5’-tetrametilbencidina (TMB) fue agregada en cada pozo por 30 min; y se agregaron 50 l de H2SO4 4M fue agregado para parar la reacción. Los niveles de IFN- se midieron colorimétricamente a 450 nm en un lector de ELISA y cuantificados por interpolación de una curva estándar.


6.2.7. [bookmark: _TOC_250017]Determinación de los niveles de IL-10
Los niveles de IL-10 fueron analizados directamente del suero obtenido los días 0, 7,  15, 30 y 42, y determinados por método colorimétrico descrito previamente (Kwong et al., 2002). Se utilizó un estuche comercial, de acuerdo a las instrucciones del proveedor (Sheep Interleukin 10 Receptor Alpha ELISA kit; MyBioSource, San Diego, CA, EEUU). La intensidad de color se midió espectrofotométricamente a 450 nm.


6.2.8. [bookmark: _TOC_250016]Determinación de peroxidación lipídica
El malondialdehído (MDA) es un producto de la degradación del metabolismo de los radicales libres del oxígeno, que se cuantifica con frecuencia como un índice de la peroxidación lipídica. El MDA se midió en espectrofotométricamente en la sangre, basado  en  la  reacción  de  MDA  con  el  ácido  tiobarbitúrico  (TBA,  Sigma-Aldrich,

México) adaptado para un lector de placas de microtitulación (Ramos et al., 2010). Se añadió una solución de TBA a 0.1 mL a cada muestra. Esta mezcla se calentó a 100ºC durante una hora y después se enfrió. Después de agitarlo vigorosamente, las muestras se centrifugaron a 12,000 rpm por 15 min a 4ºC. La absorbancia fue medida espectrofotométricamente a 532 nm. Cada muestra se midió por triplicado.
6.2.9. [bookmark: _TOC_250015]Determinación de nitritos en el suero
Los niveles de nitritos se midieron usando la reacción de Griess (Kosior-Kerzecka et al., 2008). La absorbancia se midió a 550 nm usando un espectrofotómetro UV/vis (Jenway 6305 UV/vis, Princeton, NJ, USA). La concentración relativa de nitritos se calculó con la curva estándar de nitrito de sodio. Todas las medidas se tomaron por triplicado y se calcularon los valores medios.


6.2.10. [bookmark: _TOC_250014]Análisis de datos
Antes de analizar los datos estadísticamente, el conteo de ooquistes se convirtieron a logaritmo natural (log [OPG+1]) para obtener una distribución normal. Todos los valores se calcularon a partir de, al menos, tres experimentos independientes. El modelo estadístico fue de un solo diseño factorial, con cinco niveles asignados al azar en bloques completos con observaciones repetidas a través del tiempo. Un análisis de varianza multivariado se realizó para observaciones repetidas (p<0.0001). En aquellos casos en los que la interacción tiempo-tratamiento fue significativa, se realizó para cada tiempo, un análisis univariado de un solo factor de diseño aleatorio en bloques completos, mediante el ajuste de Bonferroni. Para comparaciones múltiples, se utilizó una prueba de Tukey. Si las varianzas eran heterogéneas, se utilizó una prueba de Welch, y para comparaciones múltiples, se realizó la prueba Dunnett (Cardoso and Veitía, 2008).

6.3. [bookmark: _TOC_250013]Estudios in vitro
Todos loa estudios in vitro fueron realizados en el Instituto de Parasitología, Centro de Investigación biomédica de Seltersberg (Biomedizinisches Forschungszentrum Seltersberg) Universidad de Justus-Liebig, Giessen, Alemania. Con la colaboración de  la Prof. Dra. Anja Taubert, Prof. Dr. Carlos Hermosilla y la Dra. Liliana Silva.
6.3.1. [bookmark: _TOC_250012]Parásitos
La cepa de E. bovis utilizada en el presente estudio se mantuvo por pasajes en terneros machos Holstein Friesan libres de parásitos (Hamid et al., 2015). Los esporozoitos fueron desenquistados de los ooquistes esporulados de acuerdo a la técnica descrita por Hermosilla et al. (2002), y posteriormente se suspendieron en medio ECGM modificado (ECGM Medio de Crecimiento Celular Endotelial (30%) + Medium 199 (70%) + 1%  PS + 10% suero fetal bovino).
6.3.2. [bookmark: _TOC_250011]Cultivo celular
Las células endoteliales de la vena umbilical bovina (BUVEC) se aislaron de acuerdo a Taubert et al. (2006) y cultivadas en medio ECGM modificado. Para determinar la influencia de los tratamientos en la tasa de infección, las BUVEC fueron cultivadas en placas de cultivo celular de 12 pozos y se incubaron a 37ºC y 5% CO2, cambiando el medio de cultivo a cada 2 días hasta que las células estuvieran confluentes.
6.3.3. Curcuma longa (producto comercial ) y curcumina (Sigma-Aldrich®) Para los estudios in vitro se utilizó polvo de Curcuma longa (producto comercial) y curcumina (Sigma-Aldrich, C1386, >65% pureza).
Para los ensayos con el polvo de C. longa se utilizaron las mismas dosis que en los estudios in vivo (50 mg, 100 mg, 200 mg), ajustando la dosis de la siguiente manera:

Volumen ruminal en borregos = 13% de su peso corporal
Los borregos de los experimentos in vivo tenían un peso promedio de 12 kg, así que 12 kg x 0.13 = 1.56 L = 1560 ml de volumen ruminal promedio
Dando como ejemplo la menor dosis: 12 kg x 50 mg C. longa = 600 mg, se determinó la cantidad necesaria para preparar 50 ml de medio de tratamiento:


𝑚 = !" !" ×!"" !"
!"#$ !"

≅ 20 𝑚𝑔 𝑑𝑒𝑙 𝑝𝑜𝑙𝑣𝑜 𝐶. 𝑙𝑜𝑛𝑔𝑎 (0.02 g)

Las distintas cantidades de polvo de C. longa se mezclaron con 2% de etanol en medio de cultivo.

Los tratamientos de C. longa se prepararon como se indica: Control = 1 mL etanol + 49 ml de medio ECGM modificado
50 mg/kg PV = 0.02 g C. longa + 1 mL etanol + 49 mL de medio ECGM modificado
100 mg/kg PV = 0.04 g C. longa + 1 mL etanol + 49 mL de medio ECGM modificado
200 mg/kg PV = 0.08 g C. longa + 1 mL etanol + 49 mL de medio ECGM modificado

Para los ensayos con el polvo de curcumina (Sigma-Aldrich, C1386, >65% pureza) las dosis consideradas fueron las siguientes:
0.5 M 1 M
2 M
4 M
8 M


Se preparó una solución stock de 20 mM de la siguiente manera: 11 mg de curcumina (C1386) + 1500 l DMSO
Los tratamientos de curcumina se prepararon como se indica: Control (T01) = 5 mL medio ECGM modificado
DMSO (T02) = 5 mL medio ECGM modificado + 2 l DMSO
8 M (T03) = 10 mL medio ECGM modificado + 4 l solución stock curcumina (20 mM)
4 M (T04) = 5 mL medio ECGM modificado + 5 ml de 8 M curcumina 2 M (T05) = 5 mL medio ECGM modificado + 5 ml de 4 M curcumina 1 M (T06) = 5 mL medio ECGM modificado + 5 ml de 2 M curcumina
0.5 M (T06) = 5 mL medio ECGM modificado + 5 ml de 1 M curcumina (se eliminaron 5 ml)

6.3.4. [bookmark: _TOC_250010]Ensayos de viabilidad de los esporozoitos de E. bovis
Este ensayo tiene como objetivo determinar si el polvo de C. longa y si la curcumina (Sigma-Aldrich®) son capaces de producir daños en los esporozoitos de E. bovis los cuales conduzcan a la muerte de los mismos.
6.3.4.1. Ensayo de viabilidad de los esporozoitos de E. bovis y
Curcuma longa
Se utilizaron 3x106 de esporozoitos recién desenquistados por tratamiento (0.02 g, 0.04 g y 0.08 g; medio ECGM modificado y etanol se consideró como control negativo). Los esporozoitos se incubarán a 37ºC y 5% de CO2 durante 4 y 24 h, en dos experimentos independientes. Después de la incubación, los esporozoitos se centrifugaron a 1708 rpm durante 12 minutos. La viabilidad de los esporozoitos se verificó mediante el método de tinción de Trypan blue (Sigma). Para lo anterior se realizó una dilución de 1:10 (90 l muestra de esporozoitos + 10 l Trypan blue). Los parásitos que no estaban teñidos se consideraron viables y los que estaban teñidos se consideraron muertos (Figura 12).

[image: ]
Figura  12. Esquema de esporozoito teñidos con Trypan blue
a) Esporozoito/taquizoito vivo	b) esporozoito/taquizoito muerto


El porcentaje de esporozoitos muertos se calculó de acuerdo a la siguiente fórmula:


muertos
% 𝑚𝑢𝑒𝑟𝑡𝑜𝑠 = 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 (𝑣𝑖𝑣𝑜𝑠 + 𝑚𝑢𝑒𝑟𝑡𝑜𝑠) x 100

6.3.4.2. [bookmark: _TOC_250009]Ensayo de viabilidad de los esporozoitos de E. bovis y curcumina (Sigma-Aldrich®)
Se utilizaron 3x106  de esporozoitos recién desenquistados por tratamiento (DMSO, 8
M, 4 M, 2 M, 1 M y 0.5 M), los esporozoitos se incubaron con medio ECGM modificado se consideró como control negativo. Los esporozoitos se resuspendieron en los distintos tratamientos y se incubó a 37ºC y 5% de CO2 durante 60 minutos y 4 h, en dos experimentos independientes. Después de la incubación, los esporozoitos se centrifugaron a 1708 rpm durante 12 minutos. La viabilidad de los esporozoitos se verificó mediante el método de tinción de Trypan blue (Sigma), se realizó una dilución 1:10 (90 l muestra + 10 l Trypan blue). Los parásitos que no estaban teñidos se consideraron viables y los que estaban teñidos se consideraron muertos.


6.3.5. [bookmark: _TOC_250008]Tasa de infección de esporozoitos de E. bovis y curcumina (Sigma- Aldrich®)
Este ensayo tiene como objetivo determinar si hay un efecto remanente de la curcumina sobre los esporozoitos de E. bovis, el cual resulte en una menor capacidad para infectar células del hospedador comparado con parásitos no tratados (control negativo). Se utilizaron dos diferentes aislados de células BUVEC por tratamiento, incluyendo el grupo control y DMSO, y por parásito.
Después de que los parásitos fueron incubados tal como se describió para el ensayo de viabilidad, estos se centrifugaron a 1200 rpm por 12 min y se eliminó el sobrenadante, y los parásitos fueran lavados en medio ECGM modificado dos veces para eliminar cualquier residuo de curcumina. Se infectó cada pozo con 78,000 esporozoitos de E. bovis, y se incubaron durante 24 h a 37ºC y 5% de CO2. A las 24 horas pos infección (hpi), fueran contadas las células infectadas y las células totales de 4 campos visuales (400x) por tratamiento en un microscopio invertido (IX81, Olympus®). Para determinar la tasa de infección de cada parásito se utilizó la siguiente fórmula:



𝑇𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑓𝑒𝑐𝑐𝑖ó𝑛 =

𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑖𝑛𝑓𝑒𝑐𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠
𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠	 ×100 %

6.3.6. Desarrollo de esporozoitos de E. bovis tratados con curcumina (Sigma-Aldrich®)
Este ensayo tiene como objetivo observar si hay efecto de la curcumina sobre el desarrollo de los característicos macromerontes de la primera merogonia de E. bovis. Después de determinar la tasa de infección de las BUVEC a las 24 h pos infección, las placas de cultivo celular fueron mantenidas a 37°C y 5% CO2 hasta el día 19 pos infección, cambiando el medio de cultivo a cada 48h. El desarrollo de los macromerontes y la liberación de los esporozoitos fueron verificadas a cada 2 o 3 días y documentadas con fotos y videos.


6.3.7. [bookmark: _TOC_250007]Análisis de datos
Los valores de DL50, DL90 y DL99 (concentración que inhibe el 50%, 90% y 99% de supervivencia) se realizaron mediante una regresión PROBIT (prueba estadística para determinar las DL del tratamiento sobre los esporozoitos) para los ensayos de viabilidad de los eporozoitos de E. bovis (C. longa y curcumina Sigma-Aldrich ®).
Para el análisis de tasa de infección (la respuesta analizada fue el número de células infectadas por grupo de célula) la prueba estadística se realizó con un Modelo Lineal General con un factor fijo (dosis: 0, 1 M, 2 M, 4 M y 8 M) y uno aleatorio (célula: 1, 2 y ensayo:1, 2) mediante el método de mínimos cuadrados. Posteriormente se hizo una prueba de Dunnett para la diferencia entre medias de dosis contra el grupo testigo.
El nivel de significancia para rechazar la hipótesis nula de no diferencia fue de P<0.05 Los análisis estadísticos se realizaron usando el software SPSS (IBM SPSS® Statistics) versión 21.

7. [bookmark: _TOC_250006]RESULTADOS


7.1. [bookmark: _TOC_250005]Determinación de curcuminoides

7.1.1. [bookmark: _TOC_250004]Cuantificación de curcuminoides totales en diversas muestras de polvo de Curcuma longa por el método de espectrofotometría UV.
En la literatura se ha descrito que el polvo de C. longa posee de 2-10% de curcuminoides, esto depende de la zona geográfica y el tipo de suelo donde se cultiva. Las muestras analizadas provenían principalmente del continente asiático. En promedio, los seis diferentes polvos  tienen 2.4% de curcuminoides totales.
En el Cuadro 3 se resume la absorbancia y porcentaje total de curcuminoides encontrados en los diferentes polvos de C. longa por el método espectrofotométrico  UV. El porcentaje de curcuminoides encontrados se expresan como curcuminoides totales a partir de la curva estándar preparada bajo las mismas condiciones de análisis.

Cuadro 3. Cuantificación del total de curcuminoides por el método de espectrofotometría UV en las diversas muestras de polvo de C. longa (modificado de Velázquez García 2016)

%


 (
40
)
 (
Muestra
Absorbancia
Masa
%
curcuminoides
(mg)
10 mg de
muestra
Shan Khalis
0.405
10.4
2.33
2.24
Muestra 1
0.473
10.3
2.72
2.64
Muestra 2
0.453
11.1
2.43
2.18
Muestra 3
0.536
11.9
2.65
2.22
Muestra 4
0.402
10.2
2.36
2.31
Muestra 5
0.351
10.2
2.08
2.03
)muestras

curcuminoides

encontrados en

7.1.2. [bookmark: _TOC_250003]Cuantificación de curcuminoides totales en las galletas de Curcuma longa por el método de espectrofotometría UV.
Era necesario determinar el porcentaje de curcuminoides en las tres diferentes dosis (50, 100 y 200 mg), para saber si era proporcional la dosis utilizada y para verificar el correcto proceso de manufactura de las galletas. En el Cuadro 4 se resumen los miligramos y el porcentaje de curcuminoides totales encontrados en las galletas placebo (sin C. longa), 50 mg, 100 mg y 200 mg de polvo de C. longa por el método espectrofotométrico UV. En los resultados podemos observar que la concentración de curcuminoides es proporcional en las tres dosis utilizadas, mientras que en la galleta placebo no se encontraron curcuminoides. Esto también nos indica que el proceso de manufactura de la galleta se realizó correctamente.

Cuadro 4. Cuantificación de curcuminoides totales en las galletas elaboradas con polvo de C. longa (dosis 50, 100 y 200 mg por unidad) y en la galleta placebo por el método espectrofotométrico UV (modificado de Velázquez García 2016)



 (
47
)
 (
Galleta
Peso (mg)
mg de
%
galleta
Placebo
2128.6
0
0
50 mg
2135.1
1.52
0.07
100 mg
2163.6
2.70
0.13
200 mg
2210.1
5.33
0.24
)curcuminoides /

curcuminoides













7.1.3. Estabilidad de los curcuminoides en las galletas de polvo de C. longa
(50, 100 y 200 mg) por medio de HPLC
El estudio de estabilidad de los curcuminoides en las galletas y de importante utilidad para garantizar que en el transcurso del tiempo (90 días de estudio), la curcumina se mantiene estable en las condiciones de almacenamiento recomendadas (en refrigeración y protegidas de la luz). En el Cuadro 5 y la Gráfica 1, se resumen los miligramos y el porcentaje de curcuminoides durante los días 1, 20, 40 y 90 de estudio. Se observa que  la estabilidad de los curcuminoides se afecta conforme pasa el tiempo de almacenaje, es decir, la cantidad de curcuminoides disminuye un 27% (dosis de 50 mg), 20% (dosis  de

100 mg) y 13% (dosis de 200 mg) al día 20 de estudios. Para el día 40 de estudio el porcentaje de curcuminoides que había disminuido en las galletas fue de 35% (dosis de 50 mg), 45% (dosis de 100 mg) y 17% (dosis de 200 mg). Al día 90 se observa una disminución del 60% (dosis de 50 mg), 55.3% (dosis de 100 mg) y un 22% (dosis de 200 mg). El resultado del día uno de muestreo se tomó como el 100% de curcuminoides totales. La galleta que presenta mejor estabilidad durante los 90 días de muestreo fue la dosis de 200 mg de polvo de C. longa, ya que durante todo el estudio perdió 22% de los curcuminoides totales. Con estos resultados podemos decir que la galleta debe de ser consumida dentro de los primeros 20 días de después de su elaboración.

Cuadro 5. Cuantificación de los curcuminoides totales durante los días 1, 20, 40 y 90  de estudio de las tres diferentes dosis de polvo de C. longa (50, 100 y 200 mg por unidad) utilizadas en las galletas (modificado de Velázquez García 2016)

	Día de muestreo
	Muestra (dosis)
	mg curcuminoides/galleta
	%
curcuminoides

	
	50 mg
	1.425
	0.055

	1
	100 mg
	2.558
	0.110

	
	200 mg
	5.825
	0.258

	
	50 mg
	1.029
	0.039

	20
	100 mg
	2.051
	0.092

	
	200 mg
	5.041
	0.223

	
	50 mg
	0.921
	0.035

	40
	100 mg
	1.395
	0.062

	
	200 mg
	4.794
	0.213

	
	50 mg
	0.570
	0.025

	90
	100 mg
	1.143
	0.052

	
	200 mg
	4.548
	0.205






6
5.5
5
 (
mg cu
r
cuminoides
)4.5
4
3.5
3
2.5
2
1.5
1
0.5
0














200 mg	100 mg	50 mg







Día 1
Día 20
Día 40
Día 90


Dosis de C. longa utilizadas en las galletas

Gráfica 1. Estabilidad de los curcuminoides totales (mg) en las galletas de 50,100 y 200 mg de polvo de C. longa durante los días 1, 20, 40 y 90 de almacenamientos en refrigeración y protegidos de la luz (modificado de Velázquez García 2016)




7.1.4. [bookmark: _TOC_250002]Identificación de curcuminoides, curcumina y demetoxicurcumina en las muestras de polvo de C. longa por HPLC.
Curcumina y demetoxicurcumina forman parte de los principales curcuminoides reportados con efectos farmacológicos. En el Cuadro 6 se resume el contenido de curcuminoides totales, y en el Cuadro 7 se resume el contenido de curcumina y demetoxicurcumina encontrados en los diferentes polvos de C. longa por el método HPLC.

Cuadro 6. Cuantificación de curcuminoides totales en los diferentes polvos de C. longa
por medio de HPLC (modificado de Velázquez García 2016)




 (
(

g/mL)
(mg)
curcuminoides
Shan Khalis
1569759
50.296
44.9
1.07
Muestras 1
2089315
68.034
41.5
1.55
Muestra 2
1847936
59.958
42.6
1.33
Muestra 3
1893242
61.474
40.3
1.44
Muestra 4
1679037
54.307
41.5
1.24
Muestra 5
1383024
44.403
40.7
1.03
)Muestra	Área total	Curcuminoides

Masa muestra	%
















Cuadro 7. Cuantificación de curcumina y demetoxicurcumina en los diferentes polvos de C. longa por medio de HPLC (modificado de Velázquez García 2016)

Muestras	Área	tR		% Curcuminoides
	Shan Khalis
	DMC
	76089
	13.191
	0.056

	
	C
	1493670
	18.804
	1.013

	Muestra 1
	DMC
	94892
	13.245
	0.077

	
	C
	1994423
	18.891
	1.473

	Muestra 2
	DMC
	78658
	13.392
	0.062

	
	C
	1769278
	19.141
	1.270

	Muestra 3
	DMC
	87154
	13.283
	0.072

	
	C
	1806088
	18.985
	1.372

	Muestra 4
	DMC
	75826
	13.636
	0.061

	
	C
	1603211
	19.474
	1.178

	Muestra 5
	DMC
	67879
	13.658
	0.056

	
	C
	1315145
	19.532
	0.979


DMC = Demetoxicurcumin C = Curcumina

7.1.5. [bookmark: _TOC_250001]Identificación de curcuminoides, curcumina y demetoxicurcumina en las galletas elaboradas con polvo de C. longa (dosis de 50, 100 y 200 mg por unidad) y en la galleta placebo por HPLC.
En el Cuadro 8 y 9 se resume el contenido de curcuminoides, curcumina y demetoxicurcumina encontrados en las galletas elaboradas con polvo de C. longa (dosis 50, 100 y 200 mg) y en la galleta placebo HPLC.



Cuadro 8. Cuantificación de curcuminoides totales en las galletas elaboradas con polvo de C. longa (dosis 50, 100 y 200 mg por unidad) y en la galleta placebo por medio de HPLC (modificado de Velázquez García 2016)



 (
(mg)
curcuminoides/galleta
curcuminoides
Placebo
2128.6
0
0
50 mg
2135.1
1.425
0.067
100 mg
2163.6
2.558
0.118
200 mg
2210.1
5.825
0.264
)Muestra	Peso promedio

mg de

% de










Cuadro 9. Cuantificación de curcumina y demetoxicurcumina en las galletas elaboradas con polvo de C. longa (dosis 50, 100 y 200 mg por unidad) y en la galleta placebo por medio de HPLC (modificado Velázquez García)



Muestra	Área	tR	Curcuminoides (mg / galleta)

%
curcuminoides

	50 mg
	DMC
	444102
	12.877
	0.2643
	0.003

	
	C
	1994737
	18.301
	1.1606
	0.074

	100 mg
	DMC
	156801
	12.871
	0.2157
	0.007

	
	C
	1747548
	18.289
	2.3423
	0.110

	200 mg
	DMC
	69850
	12.867
	0.1984
	0.011

	
	C
	2026363
	18.307
	5.627
	0.264


DMC = Demetoxicurcumin C = Curcumina









7.2. Estudio in vivo.
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7.3. Estudios in vitro

7.3.1. [bookmark: _TOC_250000]Efecto del polvo de Curcuma longa (producto comercial) y la curcumina (Sigma-Aldrich ®) sobre los esporozoitos de E. bovis.
7.3.2. Efecto de la Curcuma longa sobre la viabilidad de los esporozoitos de
E. bovis

En los esporozoitos incubados durante 24 h se presento una mortalidad mayor al 50%  en el grupo control, ya que el tiempo de incubación fue muy largo, pero aún así, se observa una mayor de mortalidad en los esporozoitos tratados con C. longa. Las tres dosis utilizadas (0.02 g, 0.04 g y 0.08 g) presentaron efecto letal dosis-dependiente. La DL50, DL90 y DL99 bajo estas condiciones de incubación; fueron de 0.018 g, 0.032 g y
0.051 g respectivamente (anexo 2). Los resultados del porcentaje de mortalidad de los
esporozoitos de E. bovis ocasionada por el polvo de C. longa y el grupo control incubados por 24 h, así como las dosis letales con sus límites inferiores y superior se presentan en el Cuadro 10. En la Figura 13 se presentan las respuestas transformadas por PROBIT.
Por otro lado, los esporozoitos incubados durante 4 horas se presentó una mortalidad del 31.11% en el grupo control, mientras, los esporozoitos tratados con 0.02 g y 0.04 g de polvo de C. longa mostraron una mortalidad mayor al 50%. Las dos dosis utilizadas (0.02 g y 0.04 g) del polvo de C. longa presentaron un efecto letal dosis-dependiente. La DL50, DL90  y DL99  bajo estas condiciones de incubación fueron de 0.017 g, 0.07 g y
0.11 g, respectivamente (anexo 3). En el Cuadro 11 se presentan los porcentajes de
mortalidad de los esporozoitos de E. bovis tratados con el polvo de C. longa (0.02 g y
0.04 g) y el grupo control, así como las dosis letales con sus límites superiores e inferiores. En la Figura 14 se presentan las respuestas transformadas por PROBIT .

Cuadro 10. Porcentaje de mortalidad de los esporozoitos de E. bovis incubados durante 24 h con diferentes dosis de C. longa



 (
mortalidad
Control
0
51.96
0.02
59.90
C. longa
0.04
78.88
0.08
96.23
)Dosis (g)

Porcentaje de

DL50 (g) (LI, LS)

DL90 (g) (LI, LS)

DL99 (g) (LI, LS)

X2 (P)






0.018
(0.016, 0.019)


0.032
(0.030, 0.035)


0.051
(0.045, 0.062)


2.030
(0.73)




M: micro Molar; DL: Dosis letal, LI: Límite inferior, LS: Límite superior.
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Figura 13. Respuestas transformadas por PROBIT. Esporozoitos de E. bovis incubados durante 24 h con polvo de C. longa.

Cuadro 11. Porcentaje de mortalidad de los esporozoitos de E. bovis incubados durante 4 h con dos diferentes dosis de C. longa.



Dosis (g)

Porcentaje de    mortalidad

DL50 (g) (LI, LS)

DL90 (g) (LI, LS)

DL99 (g) (LI, LS)

X2 (P)

	Control
	0
	31.11
	
0.01
	
0.07
	
0.11
	
8.78



C. longa

0.02	57.70
0.04	66.69

(0.006, 0.02)

(0.05, 0.11)

(0.08, 0.20)

(0.55)



M: micro Molar; DL: Dosis letal, LI: Límite inferior, LS: Límite superior.
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Figura 14. Respuestas transformadas por PROBIT. Esporozoitos de E. bovis incubados durante 4 h con polvo de C. longa.

7.3.3. Ensayo de viabilidad de los esporozoitos de E. bovis y curcumina (Sigma-Aldrich ®)
Se presentó una mortalidad menor al 2% en el grupo control, mientras que en los grupos tratados con curcumina (dosis utilizadas 0.05 M, 1 M y 2 M) presentaron una mortalidad no mayor al 6.6% con un efecto letal dosis-dependiente. La DL50, DL90 y DL99 bajo estas condiciones de incubación fueron de 45,758.129 M (0.45 Molar), 147,304,716.710  M  (147  Molar)  y  106,644,808,388.920  M  (106,  666.8   Molar)
respectivamente. Dado que las dosis utilizadas no provocaron más del 6% de mortalidad en los esporozoitos, al momento de hacer la estimación, los límites superiores e inferiores no se pudieron calcular. Los resultados del porcentaje de mortalidad y las dosis letales se presentan en el Cuadro 12. En la Figura 15 se muestran las respuestas transformadas por PROBIT (anexo 5).

Por otro lado, los esporozoitos tratados con curcumina e incubados durante 4 horas con las siguientes dosis 1 M, 2 M, 4 M y 8 M se observó una mortalidad del 11% al 50%, mientras que el grupo control y el grupo tratado con DMSO presentaron una mortalidad no mayor al 14.5%. La DL50, DL90 y DL99 bajo estas condiciones de incubación, fueron de 6.53, 56.02 y 323.01, respectivamente. En el Cuadro 13 se muestran los porcentajes de mortalidad y las dosis letales con sus límites inferiores y superiores para cada dosis. En la Gráfica 2 se presenta el porcentaje de mortalidad de  los esporozoitos tratados con curcumina y el grupo control.



Cuadro 12. Porcentaje de mortalidad de los esporozoitos de E. bovis incubados durante 60 min con diferentes dosis de curcumina (Sigma-Aldrich ®) y grupo control.



 (
60
)
Dosis

Porcentaje

DL50

DL90

DL99

(M)	X2

 (
mortalidad
Control
0
1.68
0.5
1.77
Curcumina
1
3.2
2
6.61
)(M)	de

(M)
(LI, LS)

(M)
(LI, LS)

(LI, LS)

(P)





45758.1 (ND,ND)


147304716.7 (ND, ND)


106,644,808,388.920 (ND, ND)


19.97
(0.06)




M: micro Molar; DL: Dosis letal; LI: Límite inferior; LS: Límite superior; ND: no disponible.
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Gráfica 2. Porcentaje de la mortalidad de los esporozoitos de E. bovis tratados con tres diferentes dosis de curcumina (0.5 M, 1 M y 2 M) y el grupo control incubados durante 60 minutos. Se presentan las medias y su DE (desviación estándar).


Cuadro 13. Porcentaje de mortalidad de los esporozoitos de E. bovis incubados durante 4 h con diferentes dosis de curcumina (Sigam-Aldrich ®), DMSO y grupo control.



 (
61
)
Dosis

Porcentaje
de

DL50  (M)

DL90
(M)

DL99 (M)	X2

(M)

mortalidad

(LI, LS)

(LI, LS)

(LI, LS)

(P)






 (
0
14.53
Control
DMSO
11.11
56.02
323.01
1
8.93
6.53
3.86
2
Curcumina
27.78
(4.06,
 
21.78)
(0.95)
4
38.21
8
54.81
)(18.46,
5576.69)

(55.62,
584597.12)




M: micro Molar; DL: Dosis letal, LI: Límite inferior, LS: Límite superior.
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Figura 15. Respuestas transformadas por PROBIT. Esporozoitos de E. bovis incubados durante 4 hrs con curcumina (Sigma-Aldrich ®).




7.3.4. Tasa de infección de esporozoitos de E. bovis tratados con curcumina (Sigma-Aldrich ®)
Dos diferentes aislados de células BUVEC se infectaron con los esporozoitos tratados con curcumina, DMSO y no tratados (control). Las tasas de infección fueron de 4.20% (8 M), 7.13% (4 M), 10.50% (2 M) y 8.91% (1 M), mientras que los esporozoitos tratados con DMSO y el grupo control infectaron 10.13% y 12.02% de las BUVEC respectivamente (Gráfica 3). Se observaron diferencias estadísticamente significativas (P<0.05) entre el grupo control y el grupo que recibió la dosis de 1 M, mientras que  los grupos que recibieron dosis de 4 M y 8 M presentaron diferencias altamente significativas (p<0.01) comparadas con el grupo control. El grupo con DMSO y el que recibió la dosis de 2 M, no se observaron diferencias estadísticamente significativas con el grupo control. Las diferencias encontradas entre tratamientos se muestran en el Cuadro 14 (anexo 6).
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Gráfica 3. Porcentaje de la tasa de infección de los esporozoitos de E. bovis tratados  con curcumina y los grupos controles, a las 24 hpi





Cuadro 14. Medias marginales (24 hpi) de las células infectadas con esporozoitos de E. bovis incubados con cuatro diferentes dosis de curcumina (1 M, 2 M, 4 M y 8 M)  y los grupos controles.

	Dosis (M)
	Media
	Error típico

	Control
	8.25
	0.453

	DMSO
	6.75
	0.453

	1
	6.33*
	0.453

	2
	7.25
	0.453

	4
	5.41**
	0.453

	8
	3.16**
	0.453

	* Diferencias  significativas  p<0.05,  **
	Diferencias
	altamente  significativas  p<0.01  con  la


prueba de Dunnet todos contra el grupo control. F= 6.866; gl 5,10 P=0.005 con el modelo lineal general el cual incluyó dosis (efecto fijo) y célula (efecto aleatorio).



Se tomaron fotografías a las 24 hpi, en un microscopio invertido (IX81, Olympus®), de los diferentes aislados celulares BUVEC infectados con esporozoitos de E. bovis por tratamiento (control, DMSO, 1 M, 2 M, 4 M y 8 M). La figura 16 ilustra el desarrollo in vitro de los esporozoitos de E. bovis tratados y no tratados con curcumina. Los esporozoitos se encuentran  situados cerca del núcleo de la célula huésped.


7.3.1. Desarrollo de esporozoitos de E. bovis tratados con curcumina (Sigma-Aldrich ®)
Se documentó el desarrollo intracelular de los esporozoitos de E. bovis los días 12, 14 y 19 pi en todos los grupos tratados con curcumina y en el grupo tratado con DMSO y grupo control, hasta el día 19 se observaron merontes en todos los grupos. En las  Figuras 17, 18 y 19 se ilustran el desarrollo de los merontes y la liberación de los merozoitos en los grupos tratados y no tratados con curcumina a través del tiempo.


[image: ]
Figura 16. Tasa de infección (24 hpi) de los esporozoitos de E. bovis en cultivo celular BUVEC (dos diferentes aislados celulares), los esporozoitos de E. bovis se encuentran situados cerca del núcleo de la célula huésped (flecha azul). (A) Grupo control, (B) DMSO, (C) 1 M curcumina, (D) 2 M curcumina, (E) 4 M curcumina y (F) 8 M curcumina. La escala que se encuentra en la esquina inferior derecha de cada foto corresponde a 20 m (400x).



Figura 17. Células BUVEC infectadas con E. bovis 12 dpi. (A) Grupo control, (B) DMSO, (C) 1 M curcumina, (D) 2 M curcumina, (E) 4 M curcumina y (F) 8 M curcumina. La escala que se encuentra en la esquina inferior derecha de cada foto corresponde a 20 m (400x).


[image: ]

Figura 18. Células BUVEC infectadas con E. bovis 14 dpi., se observa alargamiento de la célula huésped y el núcleo tiene apariencia de “huevo frito” (flecha azul) (A) Grupo control, (B) DMSO, (C) 1 M curcumina, (D) 2 M curcumina, (E) 4 M curcumina  y
(F) 8 M curcumina. La escala que se encuentra en la esquina inferior derecha de cada foto corresponde a 20 m (400x).



[image: ]
Figura	19.  Células  BUVEC  infectadas  con  E.  bovis  19  dpi.  Macromerontes  I  y liberación de merozoitos I. (A) Grupo control, (B) DMSO, (C) 1 M curcumina, (D)   2
M curcumina, (E) 4 M curcumina y (F) 8 M curcumina. La escala que se encuentra en la esquina inferior derecha de cada foto corresponde a 20 m (400x).

8. DISCUSIÓN GENERAL

La Eimeriosis ovina es una enfermedad que afecta principalmente a los corderos recién destetados (3-8 semanas de edad), provocando una mortalidad de hasta un 20%. En  1980 se estimaron pérdidas de hasta $731 millones de dólares por coccidiosis en  bovinos y bisontes; los factores que se consideraron en este estudio fueron: mortalidad, retraso permanente en el crecimiento (eimeriosis subclínica), gastos veterinarios y fármacos (Jolley and Bardsley, 2006). Los coccidicidas y los coccidiostatos se han usado como estrategia principal para controlar la coccidiosis ovina, el efecto que tienen estos fármacos es sobre el estadio temprano del desarrollo, incluyendo esporozoitos, merontes y merozoitos. Normalmente estos fármacos son administrados en el agua o en el alimento. Recientemente se ha limitado el uso de estos fármacos debido al mal manejo (subdosificación o sobredosificación), a los residuos que se eliminan en el  medio ambiente afectando a otros organismos (ej. escarabajos peloteros), y residuos que se encuentran en la carne y en la leche del animal por no respetar el tiempo de retiro de cada fármaco (Andrews, 2013; Jolley and Bardsley, 2006). Desde el 2006, en la Unión Europea, se ha limitado estrictamente el uso de anticoccidianos químicos como aditivos en el alimento, y han propuesto para el 2021 prohibirlos en su totalidad (Muthamilselvan et al., 2016; Serratosa et al., 2006). Para hacer frente a esta situación, recientemente se han realizado investigaciones sobre la utilización de métodos alternativos para combatir la coccidiosis. Actualmente en el mercado existen cuatro productos a base de plantas que son utilizados como anticoccidianos, los cuales pueden ser usados como aditivos en el alimento de aves y otros animales (Muthamilselvan et  al., 2016).
La cúrcuma es una especia ampliamente utilizada en la gastronomía asiática y en la medicina tradicional, lo cual ha sido motivo de muchas investigaciones. La curcumina es el principal curcuminoide que se encuentra en el rizoma de C. longa. La zona geográfica y las condiciones medioambientales van a determinar la cantidad de curcuminoides, la literatura reporta que los productos comerciales contienen entre 2 y 8% de curcuminoides (50-70% curcumina), 60-70% de carbohidratos, 8.6% de proteínas, 5-10% de grasa, 2-7% de fibra y hasta un 5% de aceites esenciales y resinas (Asghari et al., 2009; Chinedum et al., 2015). En las seis muestras analizadas se encontró en promedio un 2.4% de curcuminoides totales, de los cuales, más del 50%  de

curcuminoides correspondía a curcumina. En la determinación de los curcuminoides totales de las galletas se observó uniformidad en las unidades de dosificación, lo cual nos indica que el método de fabricación de la galleta fue el correcto. En cuanto a la estabilidad de los curcuminoides en la galleta, se recomienda que sean utilizadas dentro de los primeros 20 días después de su elaboración y mantenerlas en refrigeración. La principal vía por la cual se degrada la curcumina es por la autoxidación, ya que la curcumina empieza a degradarse cuando hay aumento de temperatura y de pH, así como presencia de oxígeno en el medio ambiente (Naksuriya et al., 2016).
La C. longa ha sido usada como aditivo para disminuir los efectos de la coccidiosis en aves demostrando efectos positivos incluso contra E. acervulina (especie patógena en pollos), disminuyendo las lesiones en el intestino (lesion score) y la eliminación de ooquistes (Khalafalla et al., 2011; Kim et al., 2013; Lee et al., 2010; Peek et al., 2013). Se ha encontrado que la suplementación de curcumina mejora la pigmentación (amarillo) y mantiene la estabilidad de almacenamiento de la carne (1 mes a -18ºC y 3 días a 4ºC) como resultado de la actividad antioxidante (Rajput et al., 2014). Resultados similares fueron descritos por Cervantes-Valencia et al. (2015), quienes demostraron  que la administración per os de C. longa a dosis de 25 y 50 mg/kg en conejos infectados naturalmente con Eimeria spp. disminuye la eliminación de ooquistes. Los resultados obtenidos en el estudio in vivo con corderos (Cervantes-Valencia et al., 2016) se  observa una disminución estadísticamente significativa en la eliminación de ooquiste entre los grupos tratados con C. longa (T03, T04 y T05) y los grupos controles (T01 y T02), observando una eficacia del 50% a partir del tercer día de administración de la galleta y llegando hasta el 100% a partir del día 21, esto comparado con el grupo placebo. Uno de los principales problemas que reporta el productor cuando sus animales tienen coccidiosis es la disminución de la ganancia diaria de peso, en este estudio se observó que los animales que recibieron 200 mg/kg de polvo de C. longa aumentaron el doble de peso comparado con el grupo no tratado, lo cual es similar a estudios  realizados con pollos de engorda donde observaron que a mayor dosis los animales tienen un efecto positivo en cuanto al peso (Abbas et al., 2010; Kim et al., 2013).
Se ha descrito el mecanismo de acción de la curcumina sobre el parásito en E. tenella. Se ha demostrado que afecta principalmente la morfología y la viabilidad del esporozoito. Cuando nosotros incubamos a los esporozoitos con el polvo de C. longa
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observamos una disminución en el número similar a estudios previos publicados (Khalafalla et al., 2011). La DL50 se logró con la dosis más baja que se utilizó en los experimentos (0.02 g), mientras que la DL90 yDL99 las encontramos en las dosis de 0.04 g y 0.08 g , esto nos indica que las dosis utilizadas en el experimento tienen un efecto citotóxico sobre el esporozoito.
Cuándo se utilizó el extracto de curcumina (Sigma- Aldrich ® >65% pureza) sobre los esporozoitos de E. bovis no se logró el mismo efecto que al utilizar el polvo de C.   longa, esto puede deberse a que hay un sinergismo entre los tres principales curcuminoides y los aceites esenciales (Kiuchi et al., 1993; Yue et al., 2012) a lo cual se le puede atribuir su efecto citotóxico. Además de observarse un efecto dosis- dependiente, también se observo un efecto tiempo-dosis-dependiente al incubarse por  60 minutos y por 4 horas los esporozoitos con las diferentes dosis de curcumina, ya que a mayor tiempo y a mayor dosis el porcentaje de mortalidad de los esporozoitos aumentaba logrando obtener la DL50 con la dosis de 8 M. Cuando estos esporozoitos tratados con curcumina los pusimos en células BUVEC para evaluar la tasa de infección observamos diferencias estadísticas altamente significativas entre el grupo control y las dosis de 4 M y 8 M, observándose a los 19 dpi la presencia de merontes en todos los grupos (tratados y no tratados con curcumina). Esto nos indica que no hay un efecto remanente de la curcumina sobre los esporozoitos, ya que aquellos que sobrevivieron al tratamiento lograron penetrar la célula y producir merontes. Con estos resultados podemos concluir que el efecto de la curcumina es principalmente sobre las fases extracelulares de Eimeria, en donde ejerce su efecto citotóxico. Se ha informado que los fitocompuestos de las plantas pueden inhibir la multiplicación de Eimeria (al provocar  la muerte del esporozoito en la fase extracelular) y expandir el crecimiento de bacterias beneficiosas en el intestino de los animales (Muthamilselvan et al., 2016).
Adicionalmente a los efectos antiprotozoarios, se ha demostrado que  la  curcumina posee propiedades antiinflamatorias y antioxidantes, considerando que el estrés oxidativo es una característica de las infecciones intracelulares (Hering et al., 2012). La curcumina ejerce el efecto antioxidante al interactuar con diferentes vías de señalización o interactuando con enzimas o genes implicados en el estrés oxidativo (Aggarwal and Harikumar, 2009; Duan et al., 2012; Pagliaro et al., 2015; Yarru et al., 2009). En estudios previos se ha demostrado que la curcumina puede reducir el estrés   nitrosativo,
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el cual es producido en animales a través de la reacción del óxido nítrico con superóxido para formar peroxinitrito y actúa en conjunto con las especies reactivas del oxígeno en  el daño celular, al inhibir la expresión de iNOS en macrófagos peritoneales y de hígado (Chan et al., 1998). Esto también se debe a su actividad de eliminación de anión peróxido (Sumanont et al., 2004). Por otro lado, se ha demostrado que previene la inflamación provocada por la sobre-estimulación de las citocinas proinflamatorias al aumentar la producción de IL-10 (Fattori et al., 2015; Gao et al., 2004; Kim et al., 2013; Sears et al., 2011). En este estudio, los efectos antioxidantes de C. longa contra los corderos infectados naturalmente con Eimeria se confirmó al observar una disminución en la peroxidación lipídica y en la producción de óxido nítrico en suero. Tales efectos son relevantes si se consideran las principales características de la coccidiosis ovina. Se ha demostrado en las cabras con toxoplasmosis o neosporosis, está vinculado con un incremento en los niveles de óxido nítrico (Tonin et al., 2015).
La IL-10 se midió en este estudio debido a su importancia en la prevención de la patología inmune mediada asociado al incremento del fenotipo efector Th1 en las infecciones por coccidias (Cohen and Denkers, 2015; Taubert and Hermosilla, 2008). En estudios realizados con ratones “knockout” demostraron que IL-10, IFN-, LOX-5 e iNOS están directamente involucrados en la regulación de la inflamación (Raberg et al., 2009). Durante la infección por Eimeria spp., los altos niveles de IFN- están asociados a una respuesta inmune protectora a la coccidiosis, ya que la invasión y el desarrollo intracelular de los estadios de Eimeria está asociada con la inducción de una respuesta inflamatoria local (Hermosilla et al., 2012, 1999; Hong et al., 2006; Taubert et al., 2007; Taubert and Hermosilla, 2008). En el presente estudio, las concentraciones elevadas de IFN- en el grupo control y el grupo placebo es una importante evidencia de la infiltración leucocitaria la cual está en concordancia con estudios experimentales  previos (Taubert et al., 2008). Por otro lado, la IL-10 ejerce efecto antiinflamatorio mediado por varios mecanismos que incluyen la desregulación de citocina proinflamatorias (Haritova and Stanilova, 2012; Jiang et al., 2013; Lykken et al., 2015). En el presente estudio se observó una disminución en la concentración de IL-10 similar a estudios previos publicados, en donde se administró polvo de C. longa a cerdos con infección intestinal causada por Escherichia coli (Xun et al., 2015).Se ha sugerido que las propiedades antiinflamatorias de la curcumina incluyen varios mecanismos como  la

inhibición de la vía de señalización de TLR-4/NF- al bloquear la activación de NF-
, genes diana de esta vía de señalización como iNOS son desregulados (Fan et al., 2015; Zhong, 2015; Zhou et al., 2015). Los niveles plasmáticos de esta enzima aumentan cuando hay una infección por Eimeria (Allen, 1997), lo cual se observó en este estudio con el grupo control y el grupo placebo, mientras que los grupos que recibieron la galleta de C. longa disminuyeron significativamente los niveles de iNOS.



9. CONCLUSIONES GENERALES


El control de las enfermedades parasitarias se basa principalmente en el uso de fármacos. Sin embargo, los parásitos tienden a desarrollar resistencia a los fármacos, en particular cuando los productos se dan en dosis bajas, se administran por un largo periodo de tiempo o cuando una sola familia química se prescribe sucesivamente a los animales por varios ciclos productivos. Por lo tanto, se han buscado medidas de control alternativas, principalmente productos naturales que sean seguros para el hospedero y el medio ambiente. En este estudio, el polvo de C. longa produce un efecto anticoccidicidal cuando se administró como medicamento en forma de galleta. Este producto natural puede llegar a ser útil para controlar infecciones por coccidias si se definen las relaciones dosis-respuesta y el modo de acción. Se sugieren investigaciones futuras sobre perfiles farmacocinéticos de la C. longa en rumiantes y el mecanismo de acción a nivel vías de señalización y corroborar la ausencia de citotoxicidad y genotoxicidad.
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ANEXOS

Anexo 1. Solicitud de apoyo para tramitar patente de la galleta utilizada en el experimento in vivo.
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Anexo 2. PROBIT Viabilidad de los esporozoitos de E. bovis incubados con polvo de C. longa durante 24 h.


Información sobre los datos
	
	Nº de casos

	Válidos
	
	6

	
	Perdidos
	0

	
	La transformación log no se
	0

	Rechazados
	puede realizar
	

	
	Número de respuestas >
	0

	
	Número de sujetos
	

	Grupo control
	
	3



Información sobre la convergencia
	
	Número de iteraciones
	Solución óptima encontrada

	PROBIT
	8
	Sí



Estimaciones de los parámetros
	Parámetro
	Estimación
	Error típico
	Z
	Sig.
	Intervalo de confianza al 95%

	
	
	
	
	
	Límite inferior
	Límite superior

	PROBITa  Dosis
Intersección
	2,194
8,836
	,205
,766
	10,691
11,541
	,000
,000
	1,792
8,071
	2,597
9,602



a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Intersección + BX (Las covariables X se transforman utilizando el logaritmo en base 2.718.)

Contrastes de chi-cuadrado
	
	Chi-cuadrado
	glb
	Sig.

	PROBIT	Contraste de la bondad de
ajuste de Pearson
	2,030
	4
	,730a



a. Como el nivel de significación es mayor que .150, no se utiliza un factor de heterogeneidad en el cálculo de los límites de confianza.
b. Los estadísticos basados en casos individuales difieren de los estadísticos basados en casos agregados.





Residuos y frecuencias de casillas
	Número
	Dosis
	Número de sujetos
	Respuestas observadas
	Respuestas esperadas
	Residuos
	Probabilidad

	
	1
	- 3,912
	90
	54
	53,936
	,064
	,599

	
	2
	- 3,912
	95
	53
	56,933
	-3,933
	,599

	

PROBIT
	3

4
	- 3,912
- 3,219
	97

122
	62

117
	58,131

117,346
	3,869

-,346
	,599

,962

	
	5
	- 3,219
	115
	112
	110,613
	1,387
	,962

	
	6
	- 3,219
	130
	124
	125,041
	-1,041
	,962





Límites de confianza
	Probabilidad
	Límites de confianza al 95% para Dosis
	Límites de confianza al 95% para log(Dosis)a

	
	Estimación
	Límite inferior
	Límite superior
	Estimación
	Límite inferior
	Límite superior

	
	,010
	,006
	,005
	,008
	-5,087
	-5,401
	-4,868

	
	,020
	,007
	,005
	,009
	-4,963
	-5,249
	-4,762

	
	,030
	,008
	,006
	,009
	-4,884
	-5,153
	-4,695

	
	,040
	,008
	,006
	,010
	-4,824
	-5,081
	-4,645

	
	,050
	,008
	,007
	,010
	-4,776
	-5,022
	-4,604

	PROBIT
	,060
,070
	,009
,009
	,007
,007
	,010
,011
	-4,735
-4,699
	-4,972
-4,929
	-4,569
-4,538

	
	,080
	,009
	,008
	,011
	-4,667
	-4,889
	-4,511

	
	,090
	,010
	,008
	,011
	-4,638
	-4,854
	-4,486

	
	,100
	,010
	,008
	,012
	-4,611
	-4,821
	-4,462

	
	,150
	,011
	,009
	,013
	-4,499
	-4,685
	-4,367

	
	,200
	,012
	,010
	,014
	-4,410
	-4,578
	-4,290



 (
90
)

	,250
	,013
	,011
	,015
	-4,334
	-4,486
	-4,225

	,300
	,014
	,012
	,016
	-4,266
	-4,404
	-4,165

	,350
	,015
	,013
	,016
	-4,202
	-4,328
	-4,110

	,400
	,016
	,014
	,017
	-4,142
	-4,256
	-4,057

	,450
	,017
	,015
	,018
	-4,084
	-4,187
	-4,006

	,500
	,018
	,016
	,019
	-4,027
	-4,120
	-3,955

	,550
	,019
	,017
	,020
	-3,969
	-4,053
	-3,903

	,600
	,020
	,019
	,021
	-3,911
	-3,987
	-3,849

	,650
	,021
	,020
	,023
	-3,851
	-3,919
	-3,792

	,700
	,023
	,021
	,024
	-3,788
	-3,850
	-3,730

	,750
	,024
	,023
	,026
	-3,719
	-3,778
	-3,661

	,800
	,026
	,025
	,028
	-3,643
	-3,700
	-3,581

	,850
	,029
	,027
	,031
	-3,554
	-3,614
	-3,483

	,900
	,032
	,030
	,035
	-3,443
	-3,511
	-3,355

	,910
	,033
	,031
	,036
	-3,416
	-3,487
	-3,324

	,920
	,034
	,031
	,037
	-3,386
	-3,460
	-3,289

	,930
	,035
	,032
	,039
	-3,354
	-3,432
	-3,251

	,940
	,036
	,033
	,040
	-3,318
	-3,400
	-3,209

	,950
	,038
	,035
	,042
	-3,277
	-3,363
	-3,160

	,960
	,040
	,036
	,045
	-3,229
	-3,321
	-3,103

	,970
	,042
	,038
	,048
	-3,170
	-3,270
	-3,032

	,980
	,045
	,041
	,053
	-3,091
	-3,201
	-2,937

	,990
	,051
	,045
	,062
	-2,967
	-3,094
	-2,787



a. Base del logaritmo = 2.718.

 (
92
)
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Anexo 3. PROBIT Viabilidad de los esporozoitos de E. bovis incubados con polvo de C. longa durante 4 h.
Información sobre los datos
	
	Nº de casos

	Válidos
	
	12

	
	Perdidos
	0

	Rechazados
	Número de respuestas > Número
	0

	
	de sujetos
	

	Grupo control
	
	4




Información sobre la convergencia
	
	Número de iteraciones
	Solución óptima encontrada

	PROBIT
	10
	Sí




Estimaciones de los parámetros
	Parámetro
	Estimación
	Error típico
	Z
	Sig.
	Intervalo de confianza al 95%

	
	
	
	
	
	Límite inferior
	Límite superior

	PROBITa
	Dosis
Intersección
	24,308
	6,106
	3,981
	,000
	12,340
	36,276

	
	
	-,413
	,159
	-2,590
	,010
	-,572
	-,253



a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Intersección + BX


Contrastes de chi-cuadrado
	
	Chi-cuadrado
	glb
	Sig.

	Contraste de la bondad de ajuste
PROBIT
de Pearson
	8,784
	10
	,553a



a. Como el nivel de significación es mayor que .150, no se utiliza un factor de heterogeneidad en el cálculo de los límites de confianza.
b. Los estadísticos basados en casos individuales difieren de los estadísticos basados en casos agregados.


Residuos y frecuencias de casillas
	Número
	Dosis
	Número de sujetos
	Respuestas observadas
	Respuestas esperadas
	Residuos
	Probabilidad

	
	1
	,000
	18
	7
	6,119
	,881
	,340

	
	2
	,000
	9
	4
	3,060
	,940
	,340

	
	3
	,000
	20
	6
	6,799
	-,799
	,340

	
	4
	,000
	9
	1
	3,060
	-2,060
	,340

	
	5
	,020
	10
	7
	5,293
	1,707
	,529

	PROBI
	6
	,020
	11
	6
	5,823
	,177
	,529

	T
	7
	,020
	10
	5
	5,293
	-,293
	,529

	
	8
	,020
	16
	9
	8,469
	,531
	,529

	
	9
	,040
	17
	10
	12,107
	-2,107
	,712

	
	10
	,040
	9
	5
	6,410
	-1,410
	,712

	
	11
	,040
	12
	8
	8,546
	-,546
	,712

	
	12
	,040
	21
	18
	14,956
	3,044
	,712




Límites de confianza
	Probabilidad
	Límites
	de confianza al 95%
	para Dosis

	
	Estimación
	Límite inferior
	Límite superior

	
	,010
	-,079
	-,175
	-,045

	
	,020
	-,068
	-,153
	-,038

	
	,030
	-,060
	-,139
	-,033

	
	,040
	-,055
	-,129
	-,029

	
	,050
	-,051
	-,120
	-,026

	
	,060
	-,047
	-,113
	-,024

	
	,070
	-,044
	-,107
	-,022

	
	,080
	-,041
	-,101
	-,020

	PROBIT
	,090
	-,038
	-,096
	-,018

	
	,100
	-,036
	-,091
	-,016

	
	,150
	-,026
	-,071
	-,009

	
	,200
	-,018
	-,056
	-,003

	
	,250
	-,011
	-,043
	,002

	
	,300
	-,005
	-,031
	,006

	
	,350
	,001
	-,020
	,011

	
	,400
	,007
	-,011
	,015

	
	,450
	,012
	-,002
	,020




	,500
	,017
	,006
	,026

	,550
	,022
	,013
	,032

	,600
	,027
	,019
	,040

	,650
	,033
	,024
	,049

	,700
	,039
	,029
	,060

	,750
	,045
	,034
	,071

	,800
	,052
	,039
	,084

	,850
	,060
	,045
	,100

	,900
	,070
	,052
	,119

	,910
	,072
	,054
	,124

	,920
	,075
	,056
	,129

	,930
	,078
	,058
	,135

	,940
	,081
	,060
	,141

	,950
	,085
	,062
	,148

	,960
	,089
	,065
	,157

	,970
	,094
	,069
	,167

	,980
	,101
	,074
	,181

	,990
	,113
	,081
	,203
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Anexo 4. PROBIT Viabilidad de los esporozoitos de E. bovis incubados con curcumina (Sigma-Aldrich ®) durante 60 min.

Información sobre los datos
	
	Nº de casos

	Válidos
	
	9

	
	Perdidos
	0

	
	La transformación log no se
	0

	Rechazados
	puede realizar
	

	
	Número de respuestas > Número
	0

	
	de sujetos
	

	Grupo control
	
	3





Información sobre la convergencia
	
	Número de iteraciones
	Solución óptima encontrada

	PROBIT
	18
	Sí





Estimaciones de los parámetros
	Parámetro
	Estimación
	Error típico
	Z
	Sig.
	Intervalo de confianza al 95%

	
	
	
	
	
	Límite inferior
	Límite superior

	PROBITa
	Dosis
Intersección
	,159
	,044
	3,628
	,000
	,073
	,244

	
	
	-1,703
	,055
	-30,885
	,000
	-1,758
	-1,648



a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Intersección + BX (Las covariables X se transforman utilizando el logaritmo en base 2.718.)



Contrastes de chi-cuadrado
	
	Chi-cuadrado
	glb
	Sig.

	Contraste de la bondad de ajuste
PROBIT
de Pearson
	19,978
	7
	,006a




a. Como el nivel de significación es menor que .150, se utiliza un factor de heterogeneidad en el cálculo de los límites de confianza.
b. Los estadísticos basados en casos individuales difieren de los estadísticos basados en casos agregados.



Residuos y frecuencias de casillas
	Número
	Dosis
	Número de sujetos
	Respuestas observadas
	Respuestas esperadas
	Residuos
	Probabilidad

	1
	-2,996
	163
	4
	2,396
	1,604
	,015

	2
	-2,996
	195
	2
	2,867
	-,867
	,015

	3
	-2,996
	163
	3
	2,396
	,604
	,015

	4
	,000
	209
	9
	9,261
	-,261
	,044

	PROBIT  5
	,000
	231
	7
	10,236
	-3,236
	,044

	6
	,000
	221
	5
	9,793
	-4,793
	,044

	7
	,693
	214
	24
	11,901
	12,099
	,056

	8
	,693
	207
	7
	11,512
	-4,512
	,056

	9
	,693
	191
	10
	10,622
	-,622
	,056






Límites de confianza
	Probabilidad
	Límites de confianza al 95% para Dosis
	Límites de
para
	confianza al 95% log(Dosis)b

	
	Estimación
	Límite inferior
	Límite superior
	Estimación
	Límite inferior
	Límite superior

	
	,010
	,020
	.
	.
	-3,931
	.
	.

	
	,020
	,109
	.
	.
	-2,212
	.
	.

	
	,030
	,325
	.
	.
	-1,122
	.
	.

	
	,040
	,739
	.
	.
	-,302
	.
	.

	
	,050
	1,440
	.
	.
	,365
	.
	.

	PROBITa
	,060
,070
	2,540
4,179
	.
.
	.
.
	,932
1,430
	.
.
	.
.

	
	,080
	6,526
	.
	.
	1,876
	.
	.

	
	,090
	9,788
	.
	.
	2,281
	.
	.

	
	,100
	14,214
	.
	.
	2,654
	.
	.

	
	,150
	66,625
	.
	.
	4,199
	.
	.

	
	,200
	227,435
	.
	.
	5,427
	.
	.




	,250
	652,102
	.
	.
	6,480
	.
	.

	,300
	1679,291
	.
	.
	7,426
	.
	.

	,350
	4034,628
	.
	.
	8,303
	.
	.

	,400
	9268,922
	.
	.
	9,134
	.
	.

	,450
	20726,180
	.
	.
	9,939
	.
	.

	,500
	45758,129
	.
	.
	10,731
	.
	.

	,550
	101022,304
	.
	.
	11,523
	.
	.

	,600
	225895,358
	.
	.
	12,328
	.
	.

	,650
	518958,942
	.
	.
	13,160
	.
	.

	
,700
	1246839,26
5
	.
	.
	14,036
	.
	.

	
,750
	3210859,59
7
	.
	.
	14,982
	.
	.

	
,800
	9206163,26
0
	.
	.
	16,035
	.
	.

	
,850
	31426867,3
16
	.
	.
	17,263
	.
	.

	
,900
	147304716,
710
	.
	.
	18,808
	.
	.

	
,910
	213925765,
263
	.
	.
	19,181
	.
	.

	
,920
	320851845,
675
	.
	.
	19,586
	.
	.

	
,930
	501039018,
537
	.
	.
	20,032
	.
	.

	
,940
	824243571,
802
	.
	.
	20,530
	.
	.

	
,950
	1454167993
,254
	.
	.
	21,098
	.
	.

	
,960
	2833281252
,827
	.
	.
	21,765
	.
	.

	
,970
	6432923816
,023
	.
	.
	22,585
	.
	.

	
,980
	1913401906
0,792
	.
	.
	23,675
	.
	.

	
,990
	1066448083
88,920
	.
	.
	25,393
	.
	.



a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 2.718.
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Anexo 5. PROBIT Viabilidad de los esporozoitos de E. bovis incubados con curcumina (Sigma-Aldrich ®) durante 4 h.

Información sobre los datos
	
	Nº de casos

	Válidos
	
	12

	
	Perdidos
	0

	
	La transformación log no se
	0

	Rechazados
	puede realizar
	

	
	Número de respuestas > Número
	0

	
	de sujetos
	

	Grupo control
	
	6




Información sobre la convergencia
	
	Número de iteraciones
	Solución óptima encontrada

	PROBIT
	12
	Sí




Estimaciones de los parámetros
	Parámetro
	Estimación
	Error típico
	Z
	Sig.
	Intervalo de confianza al 95%

	
	
	
	
	
	Límite inferior
	Límite superior

	PROBITa
	Dosisn
Intersección
	,596
	,190
	3,134
	,002
	,223
	,969

	
	
	-1,119
	,288
	-3,891
	,000
	-1,407
	-,832



a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Intersección + BX (Las covariables X se transforman utilizando el logaritmo en base 2.718.)

Contrastes de chi-cuadrado
	
	Chi-cuadrado
	glb
	Sig.

	Contraste de la bondad de ajuste
PROBIT
de Pearson
	3,863
	10
	,953a



a. Como el nivel de significación es mayor que .150, no se utiliza un factor de heterogeneidad en el cálculo de los límites de confianza.
b. Los estadísticos basados en casos individuales difieren de los estadísticos basados en casos agregados.

 (
100
)




Residuos y frecuencias de casillas
	Número
	Dosisn
	Número de sujetos
	Respuestas observadas
	Respuestas esperadas
	Residuos
	Probabilidad

	
	1
	,000
	8
	1
	1,052
	-,052
	,132

	
	2
	,000
	7
	1
	,921
	,079
	,132

	
	3
	,000
	4
	0
	,526
	-,526
	,132

	
	4
	,693
	6
	2
	1,441
	,559
	,240

	
	5
	,693
	6
	2
	1,441
	,559
	,240

	
PROBIT
	6
7
	,693
1,386
	6
8
	1
3
	1,441
3,080
	-,441
-,080
	,240
,385

	
	8
	1,386
	5
	1
	1,925
	-,925
	,385

	
	9
	1,386
	7
	4
	2,695
	1,305
	,385

	
	10
	2,079
	6
	4
	3,289
	,711
	,548

	
	11
	2,079
	9
	4
	4,933
	-,933
	,548

	
	12
	2,079
	15
	8
	8,222
	-,222
	,548





Límites de confianza
	Probabilidad
	Límites de
	confianza al 95% para Dosisn
	Límites de confianza al 95% para log(Dosisn)a

	
	Estimación
	Límite inferior
	Límite superior
	Estimación
	Límite inferior
	Límite superior

	
	,010
	,132
	,000
	,502
	-2,024
	-7,644
	-,688

	
	,020
	,209
	,002
	,671
	-1,567
	-6,432
	-,399

	
	,030
	,279
	,003
	,807
	-1,277
	-5,664
	-,214

	
	,040
	,347
	,006
	,929
	-1,059
	-5,088
	-,074

	
	,050
	,414
	,010
	1,042
	-,881
	-4,620
	,041

	
	,060
	,482
	,015
	1,150
	-,730
	-4,222
	,140

	PROBIT
	,070
	,550
	,021
	1,255
	-,598
	-3,874
	,227

	
	,080
	,619
	,028
	1,358
	-,479
	-3,563
	,306

	
	,090
	,690
	,038
	1,460
	-,371
	-3,281
	,378

	
	,100
	,762
	,049
	1,561
	-,272
	-3,022
	,445

	
	,150
	1,149
	,141
	2,081
	,139
	-1,960
	,733

	
	,200
	1,593
	,322
	2,666
	,465
	-1,134
	,980

	
	,250
	2,108
	,635
	3,391
	,746
	-,454
	1,221



 (
103
)

	,300
	2,711
	1,119
	4,400
	,997
	,112
	1,482

	,350
	3,423
	1,768
	5,992
	1,231
	,570
	1,790

	,400
	4,271
	2,512
	8,723
	1,452
	,921
	2,166

	,450
	5,291
	3,280
	13,497
	1,666
	1,188
	2,602

	,500
	6,532
	4,060
	21,788
	1,877
	1,401
	3,081

	,550
	8,064
	4,879
	36,229
	2,087
	1,585
	3,590

	,600
	9,990
	5,776
	61,829
	2,302
	1,754
	4,124

	,650
	12,464
	6,800
	108,660
	2,523
	1,917
	4,688

	,700
	15,738
	8,012
	198,392
	2,756
	2,081
	5,290

	,750
	20,242
	9,510
	382,097
	3,008
	2,252
	5,946

	,800
	26,790
	11,456
	796,412
	3,288
	2,439
	6,680

	,850
	37,140
	14,177
	1882,214
	3,615
	2,652
	7,540

	,900
	56,020
	18,462
	5576,693
	4,026
	2,916
	8,626

	,910
	61,867
	19,668
	7252,947
	4,125
	2,979
	8,889

	,920
	68,913
	21,065
	9651,221
	4,233
	3,048
	9,175

	,930
	77,589
	22,712
	13215,377
	4,351
	3,123
	9,489

	,940
	88,577
	24,698
	18776,380
	4,484
	3,207
	9,840

	,950
	103,020
	27,171
	28033,275
	4,635
	3,302
	10,241

	,960
	123,025
	30,386
	44904,588
	4,812
	3,414
	10,712

	,970
	153,018
	34,853
	80165,759
	5,031
	3,551
	11,292

	,980
	204,501
	41,803
	173295,784
	5,321
	3,733
	12,063

	,990
	323,010
	55,627
	584597,129
	5,778
	4,019
	13,279



a. Base del logaritmo = 2.718.

[image: ]

Anexo 6. Tasa de infección de los esporozoitos de E. bovis incubados con curcumina (Sigma-Aldrich ®) 24 hpi.



Factores inter-sujetos
	
	N

	
	,00
	12

	
	,10
	12

	
Dosis
	1,00
2,00
	12
12

	
	4,00
	12

	
	8,00
	12

	
	1
	24

	Celula
	2
	24

	
	3
	24





Pruebas de los efectos inter-sujetos
Variable dependiente:  infectadas
	Origen
	Suma de cuadrados tipo
III
	gl
	Media cuadrática
	F
	Sig.

	
Intersección
	Hipótesis Error
	2762,722
	1
	2762,722
	424,128
	,002

	
	
	13,028
	2
	6,514a
	
	

	Dosis
	Hipótesis Error
	185,278
	5
	37,056
	6,866
	,005

	
	
	53,972
	10
	5,397b
	
	

	Celula
	Hipótesis Error
	13,028
	2
	6,514
	1,207
	,339

	
	
	53,972
	10
	5,397b
	
	

	
Dosis * Celula
	Hipótesis
Error
	53,972
	10
	5,397
	2,191
	,032

	
	
	133,000
	54
	2,463c
	
	



a. MS(Celula)
b. MS(Dosis * Celula)
c. MS(Error)

Media cuadrática esperadaa,b
	Origen
	Componente de la varianza

	
	Var(Celula)
	Var(Dosis * Celula)
	Var(Error)
	Término cuadrático

	
Intersección
	24,000
	4,000
	1,000
	Intersección, Dosis

	Dosis
	,000
	4,000
	1,000
	Dosis

	Celula
	24,000
	4,000
	1,000
	

	Dosis * Celula
	,000
	4,000
	1,000
	

	Error
	,000
	,000
	1,000
	



a. Para cada fuente, la media cuadrática esperada es igual a la suma de los coeficientes de las casillas por las componentes de la varianza, más un término cuadrático que incluye los efectos de la casilla Término cuadrático.
b. Las medias cuadráticas esperadas se basan en la suma de cuadrados tipo III.




Medias marginales estimadas



Dosis
Variable dependiente:  infectadas
	Dosis
	Media
	Error típ.
	Intervalo de confianza 95%

	
	
	
	Límite inferior
	Límite superior

	,00
	8,250
	,453
	7,342
	9,158

	,10
	6,750
	,453
	5,842
	7,658

	1,00
	6,333
	,453
	5,425
	7,242

	2,00
	7,250
	,453
	6,342
	8,158

	4,00
	5,417
	,453
	4,508
	6,325

	8,00
	3,167
	,453
	2,258
	4,075



Pruebas post hoc Dosis

Comparaciones múltiples
Variable dependiente:  infectadas
	(I)Dosis
	(J)Dosis
	Diferencia de medias (I-J)
	Error típ.
	Sig.
	Intervalo de confianza 95%

	
	
	
	
	
	Límite inferior
	Límite superior

	
	
	,10
	1,50
	,641
	,196
	-,39
	3,39

	
	
	1,00
	1,92*
	,641
	,046
	,02
	3,81

	
	,00
	2,00
	1,00
	,641
	,627
	-,89
	2,89

	
	
	4,00
	2,83*
	,641
	,001
	,94
	4,73

	
	
	8,00
	5,08*
	,641
	,000
	3,19
	6,98

	
	
	,00
	-1,50
	,641
	,196
	-3,39
	,39

	
	
	1,00
	,42
	,641
	,986
	-1,48
	2,31

	
	,10
	2,00
	-,50
	,641
	,970
	-2,39
	1,39

	
	
	4,00
	1,33
	,641
	,312
	-,56
	3,23

	
	
	8,00
	3,58*
	,641
	,000
	1,69
	5,48

	
	
	,00
	-1,92*
	,641
	,046
	-3,81
	-,02

	
	
	,10
	-,42
	,641
	,986
	-2,31
	1,48

	
	1,00
	2,00
	-,92
	,641
	,708
	-2,81
	,98

	
	
	4,00
	,92
	,641
	,708
	-,98
	2,81

	DHS de Tukey
	
	8,00
	3,17*
	,641
	,000
	1,27
	5,06

	
	
	,00
	-1,00
	,641
	,627
	-2,89
	,89

	
	
	,10
	,50
	,641
	,970
	-1,39
	2,39

	
	2,00
	1,00
	,92
	,641
	,708
	-,98
	2,81

	
	
	4,00
	1,83
	,641
	,063
	-,06
	3,73

	
	
	8,00
	4,08*
	,641
	,000
	2,19
	5,98

	
	
	,00
	-2,83*
	,641
	,001
	-4,73
	-,94

	
	
	,10
	-1,33
	,641
	,312
	-3,23
	,56

	
	4,00
	1,00
	-,92
	,641
	,708
	-2,81
	,98

	
	
	2,00
	-1,83
	,641
	,063
	-3,73
	,06

	
	
	8,00
	2,25*
	,641
	,011
	,36
	4,14

	
	
	,00
	-5,08*
	,641
	,000
	-6,98
	-3,19

	
	
8,00
	,10
1,00
	-3,58*
-3,17*
	,641
,641
	,000
,000
	-5,48
-5,06
	-1,69
-1,27

	
	
	2,00
	-4,08*
	,641
	,000
	-5,98
	-2,19




	
	
	4,00
	-2,25*
	,641
	,011
	-4,14
	-,36

	
	,10
	,00
	-1,50
	,641
	,089
	-3,16
	,16

	
t de Dunnet (bilateral)b
	1,00
2,00
4,00
	,00
,00
,00
	-1,92*
	,641
	,018
	-3,58
	-,26

	
	
	
	-1,00
	,641
	,392
	-2,66
	,66

	
	
	
	-2,83*
	,641
	,000
	-4,49
	-1,17

	
	8,00
	,00
	-5,08*
	,641
	,000
	-6,74
	-3,42



Basadas en las medias observadas.
El término de error es la media cuadrática(Error) = 2.463.
*. La diferencia de medias es significativa al nivel
b. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos los demás grupos.




Subconjuntos homogéneos



infectadas
	Dosis
	N
	Subconjunto

	
	
	1
	2
	3

	
	8,00
	12
	3,17
	
	

	
	4,00
	12
	
	5,42
	

	
	1,00
	12
	
	6,33
	

	DHS  de Tukeya,b
	,10
	12
	
	6,75
	6,75

	
	2,00
	12
	
	7,25
	7,25

	
	,00
	12
	
	
	8,25

	
	Sig.
	
	1,000
	,063
	,196



Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos. Basadas en las medias observadas.
El término de error es la media cuadrática(Error) = 2.463.
a. Usa el tamaño muestral de la media armónica = 12.000
b. Alfa =
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Ovine coceidists s a disease caused by Fimerta protozcars. It
atfctsthe small and large ntestine portionsof the gastrointestinal
tract. Animals become oraly Infected and they can be simultane-
ously affeced by different species. Correly, 11 speces that alfect
sheep have been ecognized with Eimeria crandalis and Eimeriaovi-
noidais eing the most pathagenic ones (Ardrens, 201 Chart
nd Paraud, 2012), Tis disease haseconomic and health impacs,
mainly because lambs develop a subeinica disease. Yet, mertal-
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Ll 2014 Velra, 2002) Currently,there isnovacine availabe ©©
preventcoccidiosisin shee . However, In ecent years, many stud-
fes have shed light on the protective immune respones that the
Fuminant host develops against Eimeria The parasit s capable of
inducinga functionalimm une esponseassociate with the nduc-
tien of ionate and adaptive rmmune respanses. Macrophages and
polymorphonicear neutrophils (PMN).are the main contributors
o the cytokine generatian that s observed in ruminant coaid-
fosis (He mosilla e al, 2006, Previous studies have ako shown
that these calls are the main sources of reactve oxygen species
(ROS) (Faubert et oL, 2009), such as peroxynitite, hypochiorous
acid and hydrocyt radials (S et . 2011). In turn, there Is 2
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rowingbody of evidence that suggests thatROS contribute tosev-
eral signaling pathways and can produce cysregulated responses.
evennually cause etha pro-inflammatory-mediated tssue damage
(Alinetal, 2002: Chow etal. 2011 Simons etal 201 2). It s also
well known that neutrophils an leukocytes trigger an increased
prodiction of eactive nitmgen species in the intestinal mucosa,
and cause protein modificaton and induction of pro-inflamma ory
ytokines (Catarzaroct al, 2015).Regarding coccidioss, it hasbeen
Shown that PMN indice INOS upone xposure toEimeri bovis sporo-
2oites (Behsend e ol 2008 ) Previcus reports have demanstrated
that challeng infections with £ bovis, generate an inflration of
€D andCDB Teellsin the ntestnalssue(Suhwold et al. 2010),
Cytokines such as interleukin-2 (IL2) and IFN-y ncrease during
prepatency i the primary nfecton caused by E.bovi; whereas1L-
4 s darminant i pateny (Taubert el 2005).Onthe cther hand
1110 displays an immunoregulatory function and prevents tissue
damage induced by infection with pathogens that are contraled
by CD4+ T under high inocula sitations or certain Immunoreg-
ulatory defcencies (ankoric et a, 2010; Barbesa et ol 2015
Magombedze etal 2015)

‘Severaldrugs are icensed fo the contrl of ovine coccidiosis,
such as decoquinate, didazuril and toltrazuril, However,there is
growing concern In using them due © drug-fesidue issues, and
stric withdrawal periods that must be chserved prior tomarket-
ing milk o meat (Andrevs, 201%). This has prompted the study
of alternative methods to contrd this parasite while keeping in
mind that concerns of potentialy toxicity derived from residues
inedible animal proteins and environmental impact must be
accounted for (Chagas, 2004). Some natural preducts have shown
promising resuli; for example clinoptiole (Akala Canto et al.
2011, plants that cntain cendensed tannins,(Burke e1 3, 201);
and the dried thizome of Qurcurma lnga, all having anticoccidal
effcts (Kommuru e al, 2014; Saratsis et o, 2012), In recent
decades,there have been sevealstuclies detailing the an parasitc
effcts of curcumin, especally in Phsmodium fakiparum (Reddy
tal, 2005),Cryptesperidium parwam (hahidwzzaman et al 2009),
Gandis bl (521 et al. 2012), Trypancsoma spp. (Naga ot
€t al, 2012) and Fimeri tenela In this later scenario, urcurnin
induces apoptosis by the presence of precipiates on the sporo-
2oite surface that affect ts morpholcgy, viablky and adhesian
abllty(Chattopadinay e tal, 2004).Theseverity of thesealterafons.
depend onthe dose and delivery e the C. brgaestractdenam-
inaed curcumin (<halafalls ¢t al. 2011). In spie of the above,
Information about the dosage and delivery time of curcumi from
€ longa in lambs Is not vallabl. Under cerain circumstances, a
severe inflammation of the intestnal tissue of infected ambs can
occur e, ingestion of a high incculurm of Emeria and a dysfunc-
tional immune response. Conseque nty. a field trial with lambs
naturally-infected with Eimeria spp. was regarded as auseful set-
ting i assess the anticoccdial and Immunomodulatoy activities
of a powdered preparation of C longa, measuring 00yst counts,
liid peroxidaton,ntrite generation,as well as conce niations ofa
proinflam matory (IFN-y) and an immunoregulatory cytokine that
prevents excessiv inflammation (1L-10)

2. Materials and methods
21. studysite and animals

The study was conduaed at the experimental farm of the
‘Autonomous University of Chapingo, which is located in Texcoco,
State o Mexico, according to procedures approved by ts Animal
Care andUse Committee. Thisarea hasa semi-humid weather with
anaverage annual temperature of 15.9°C and an annual rainfal o
s86mm.

This tia included 20 crssbred female lambs with & mean
body weight (sandard deviation) of 12345 1-15 kg, naturaly
infeed with Eimeia spp. and withaut a histary f anficoatdial
treatment. The ambs were approximately 28 days ol at th begin-
ning of this study. Animals were e with a diet that consisted of
60.5¥ofcornsilage,24.2%alflfa e llets.85% oatmeal, St molasses
15%calcium carbonate, 0. 2% of 81t and 05%fa vitarin and min-
eral premmix, with a contert of 1356% qude protein, 268% ether
extract, 19.66% fiber and 13.29% ashes, according o the Proimal
Chemica Analysisperformed inthe Anial Nutitionand Blochern-
isty laboratory of the Veterinary Medicine and Animal Science
Facultyofthe UNAM, Water was provided ad liitum. Lambs were
Kepton 8:m? concrete flor pens with rugh surices o prevent
slipping and straw beciing. A shovel was used 0 remove bedding
and manure i order toclean the pens. Each animmal was sareened
for the presenceof eria p. by aecal cocys countesamination
prior tothe start ofthe study.iitially 30 animals were included.
Nevertheless, ten lambs shed less than 100 Eimeria cocysts per
amof facces. In consequence, they were not used inthe study

22 Curcuma longa aackers and otal curcumincld
quantifcaten

o reduce costs,  bod-grade brand ofcommercial powdered C.
tonga(ShanKhalis Haldee Turmeric Powder) was usedinthis study
and purchased froma local spce-importing com pany (Ultra Chern,
Estado d Mexico, Mexio).Total curcuminaid concentrationof the
powdered presentation of C.lnga was quantitatvely t i mined
using a UV spectrophommetrc method validated in a previous
study (Sharma et al. 2012).In order to carry out the analytical
method, the UV spectraof a standard soluton ofcurcumin frepared
inmethanol (3 pgimi)wasregistered.The wavelengihof maximum
absorbance determined via UV spectrophotometry was 421 1m. A
curcuminstandard (Signa- Aldich, St Louis, MO) cotaning 4%l
curcuminoids was used. Subse que nty. diffe ent conce nirations of
curcumin were prefared b evluate liearity, fange and accuracy
ofthe method. Valdaticn ofthis method was caried out accord-
ing 1o the International Conlerence on Harmonization (2005). The
coeffcent of varlation was <2% and linear correlaton coeffcent
Was 09982, suggesting a good model it

Inorder toease C longaintakeby the animals,crackers (bsaults)
were made with this spice. Each cracker contained wheat flour,
waterdistled sugarcaneand an artiicial pinea ppl flavoring.For
each cracker, . longa powler was Inorporated according o the
dose used for each animal and fr each group. For the purpose of
making the C. brgapowder homogenous,distlled sugar cane was
added To improve palatabiity,an arifcal pineapple 00d lavour-
ing was stired into the mixture, Crackers withaut C langa were
made a placebo.

In the Interestof determining curcuminold contents, C longa
crackers were oven-dried at 35°C for 24h. Each cracker was indi-
vidually weighed using an analyticl balance and crushed 10
fine powder. A sample of hamogenized powder was weighed
and diluted in methanol. For extraction purposes, ltrasound was
applied to the samples for 15min. The extract was the ftered
thiough 45 um fiter membranes (Milipore México). The com-
merdal aurcurmin standard was prepared In the same way as the
samples. Both samples and the standard were ntraduced info a
Spectrophotometet (Evolution™ 60, Thermo Scientic) which was
St at 421 nm. A calibation curve was created by plotting the
peak area atio of curcumin (o ntemal standar versus the cur-—
curnin concentration (3ger et al. 2014). Crackers prepared with
50, 100mg or 200mg of . anga powder we e shown to contain
12481mg,2307 mg or 4336 mg of curcurmin per 100mg of powder,
respectively
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23, Buimertal design

A day before the beginning of the experiment (day 0), faecal
samples were oblained using polyethylene bags kept n refiger-
ation until thei analysis. Sam ples were exa mined using a Gecal
flotation technique inorder to confirm th presence of imeriz pp.
oocysts: and parasite ko quantification was conducted using the
Mcaster technigque (Gordon and Whitlck, 1535). Oocyst counts
e expressed asoocyst outputpergramof eces (OPC)andwere
deterrmined in three independent individual faecal samples by the
mean of three couns performed per sample using the McMaster
technique.Before the study began, lambs were assgne 10 group
based upon faecal cocystcount (Kommuru et a, 2014),

Forallcation purpses,statified & mpling was used. Animals
were ranked from lowest o highest OPG.and randomly assigned
0 0neof five groups (= 4) by blocking bl on OFG eountdeter-—
mined on day zero (0) befre treatment. One goup remalned as
the untreated control (T01) whereas the remaining animals were
divided into the folowing groups: sheep that received water as
placebo(T02): sheep givena dose of 0 m kg of ody weghtofC.
onga (103 Lambs that recelveda supplementationof 100 mglkgo
€ lorga (T04); and thelast group cansisted of sheep supplemened
with a dose of 200mg/kg of C knga (T05).Criteria for selecting
these doses was based upona previcus study (unpublished data).

During 14 @nsecutive days, the animals received the placebo
or crackers prepared with C [onga. To evaluat the effeciveness of
each tratment (T03, T04 and T05), aecal samples were taken on
days 3,7,10,14,18,21,25, 5 and 42

24, Welght gan recorthng

Exch lam b was welghedatthe beginningofthe experiment inl-
13 body weight) an day 0and o the lat day of the experimen,
42days ltet. All amts were weighed individually during morning.
hours using asuspended weighingscale with a sensitvty of 100 ¢
The experime ntwas Initated inJuly, during the ainyseason. Dally
health observations were performed throughout the experimen.

25 Sample processing for the ientficaton of Eimeria species

Eimaiaoocysts we e speciated by morphologyof the sporulaed
ooaysts (4a S1va and Miler, 1991).Biefly, indvidua faecal sam-
ples collected on days 014,21, 28,35 and 42 were incubated in
25% potassium dichroma e (K,Cr20) at 272 C during ivedays
unde reonstantoxygenation. Spor ulaedoocysts were conee i ted
with a sarrated sodium chioride solution. An oculr micrometer
(retile) (LeicaMicrasysters, ASPELAR Mexico) was used tomea-
sure at least 100 individual sporulated cocys's that we e randomly
takenfrom each sample,

26 Bbod samplingand processh for -, IL-10, peroxidation
and lpid peravidatin

Blood was collected fram the external jupilar vein
(10mijanima) during morning hours using 3 Vaciiner® tube
contalring or not EDTA. The samples were centrifuged at room
fempe ature or 10 min at800 xg. Whe n no EDTAwas tsed.serum
was divided Into alquots I Eppendor vials and kept at —20°C
until urther use, Cytokine analyses were performed in wiplicate

260, 1L10Uwels

interieukin-10 was directyassayed i serum obtained on days
0,7, 15, 30 and 42, and determined by a cdorimetric method
described previously (Kwong et al, 2002), A commercial ELIA kit
‘wasused, accodingtothe manufacturers nstucticn (Sheepinter-
leukin 10 Rece ptor Alpha ELISA Kit; MyBicSource, San Diego, CA,

USA) The calour intensity was measured spectrophctometrically
atasonm.

262 IN- ylewes

TNy levels were assayed using an ELISA kit (Bovigam, Zoets,
USA) on serum cdlected from blood sampled on days 0.7, 14,30
and 42 using a colorimetric method (Plain et al. 2012), Ninety-
Sixwell plates (Corring Costar CORIS96, USA), were coated with
10041 of anti-sheep IF\-y antibodies In PBS (2pgml) and incu-
batedovernightat 4°C. Pl eswere washed S times with using wash
bulle (PBSwith0.05%Tween 20). Fceensampleswere thawedand
brought o rom e perature Theantibody wa s blocked with PBS-
1% BSA during 1h. FN-v standards (ALD Serotec, USA),as well as
experimentl sampls were added ino the phates for 1h at rom
temperature and then washed 4 tmes using wash buffer. After-
wards,a biotinyated secondary anti-sheep IFN-y (ADD Seroiec)
antibody in PBS (05 pglmi) was added and plates were inaubated
for 1 hat rom tem perature Thissie p was folbwed by the dditon
of 1001 of stepavidin-horseradish peroxidase (DD Serote),
Aftr room-temperature incubation,the pates were washed with
bufler Then, 10010 TMB substrate soluton were added to each
cellfor 301min and SOl of M SO, were also added n crder to
st0p the reacton. Iy levels were colorime Dically measured at
450nm in an ELISA reader and quantiied by Interpdlation rom a
standard curve,

2.2 Detemnination of pid peroxidation

Serum malondialdebyde (MDA)is a breakdown product ofthe
oygen free radical metabolism, which is frequently quantified
a3 pid peroxidation index. MDA was measured in blocd spe-
trophotometric ly based on the MDA reaction with thiobarbituric
acid (TBA, Sigma-Adrich, Mexico) adapied for a microtiter plate
eader (Ramos et 3 2010).Biefly, a TBA solution was added 0
0.1ml of each sample. This mixture was heated at 100-C or 1h
and then cooled. After vigorous shaking samples were ceruifuged
at12000 rpm for 15min at 4°C. Absorbance was measured spec-
trephotametrcally t 532 hm. Each sample wastested intriplicate

28 Deteminaton ofnitries i serum

ol nitites as measurement of ntrc oxide were measured
using the Griess eaction (Kosior-Korzecka et al, 2008) Brefy,
for 20041 of the reduced samples, 200 of Griess solution (sul-
phanilamide 25 (wi). N+ 1-naphty) ethylenediamine 0.2% (w/v),
was added and incubated for 15 min at room temperature in the
dark. The absorbance was measured at 550nm using a UViis
spedirophtometer (jenway 6305 UVNis, inceton, N, USA), The
elatve niite concentation was calculated with the standard
curve ofniric sodium. Al the measurements were taken i ripli-
cate and the mean values were calcubed.

29, Data analysis

Prior 0 analyss, oocyst caunts were @nverted into natural
logarithms (log [OFG+1]) o obin norma distibutions. All val-
s were calculated from at esst three independent experimes.
‘The s tstical model was a single Gctordesign, with v random-
f2ed levels incomplete blacks with epested observations through
time. Amultivariate variance analysis was perfarmed (orrepeated
observations (5 < 0.0001). I thosecases where the tme-treatment
Interaction wassignificant, we conduded for each time, aunivari-
ate analysisofa single random zed actordesign incomplete bocks,
\sing the Bonferrcn ad ustment.For multple compariscns aTukey
test was usec. If the variances we e heerogencous, a Welch test
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was used, and for multple comparisons a DURnELt's T test was
performed (Cardoso and Veita, 05),

3. Results
31, Bectof Curcuma longa adminisation on body weght

bl 1 shows the mean and standard error f daily oy weight
gains recorded at the beginning of the study and 42 days ater
Tambs were supplemented ornot wththe experimentalproduct In
this bl diferent ltters show significantdifeences (P<0.5)
Regarding these resuls, ifferences n body weight from the ani-
mals that ngested 200 mglkg C. lrga were significantly higher
than the corresponding control (T01) and plcebo (T02) groups. At
the end of this trial,sheep that consumed 50mglig. 100 mg/ke, or
200 mgJkgC. lorgashowed adaiy increase in mean body weighto:
0124g,0154gand 0185 g respetively: In contrast tocontrd and
placebo groups,as these animals gained 0.089g and 0,093 caiy,
respectively

32, Eimeria aocyt utput

Table 2 summarizes the average OFG recorded during the
tril C. longa produced an anticoeridial eflect as I decreased
the faccal excretion of Eimeria OFG. Satstcaly Sgnificant difer-
ences (p<1005) were obseved 7 cays afte treatment between
sheep that did not consume C nga and those that were given
100mgkgC. brga. From day 21 rward, there was a significant
(p<0005) reduction in OFG shedding inall C bnga.-treated sheep
(T03, T04 and T05),as compared tothe control and placebo goups
(701 and To2).

s ar asthe shedding o oocysts per gam oflterisconcerned,
ananticeccidial efficacy equal o or higher than 0% was achieved
in groups treated with C knga (103, T04 and T0S). On day 10, the
three treated groups showed an antcocddial efficacy higher than
70% eaching 3 100% anticoccidial efficacy from cay 21 untl the
end ofthe experiment (Tabe 2)

dentified Eimeria species in the fve groups we e E. ashate, .
fatrei,E parva E. bakuensis, . ovinoidals E. pallide. E weybridgensis,
E.ganlesa £ aandalls, E. marsca and E. inrincata. The number

ofInfected animals and thei frequendy over time are shown in
Table 3.

34 1110

Sheep that cansumed 100mg/ig or 200mglkgC. longa gener-
ated significantly (P<0.05) highe levelsof the reguiory cytokine
1L-10.8 compared to unwreted, dacrbo and lamb supplemented
with 50 mg/kg C.longa. Moreover, the latter showed significantly
(P<0.05) higher levelsof 110 than the unsupplemented animals.
Significantiffre noes were observed throughout the study among.
theefectofdiflerentdosesol C kg onthe ncreaseof L1 levels
a5 compared tountreated controls and placebo groups Fiz. 1A)

35 1Ny

Fig. 18 shows the effect of dietary supplementation with
‘50mglkg. 100mgig. or 200mglke C longa on the serum levels
of a proinflam matory cytokine, namely, FN-+ n Efmeria-nfected.
sheep IFN-y levels varied all aions the study in the three treated
groups, yet the cytokine levels were found 1o be signifcantly
increased inal C longa-treated groups as compared i untreated
and placebo-treated groups al along the experiment (P<0.05).

36 Measuremantof makndiadehyde (MDA) vels

Fis. 2A shows the protectve effcts of supplementing Eimeria-
infeed sheep with C longa as it significanty reduced (P<0.05)
lipd peroxidation actvity as demonstrated by MDA decreased ev-
s i animals that consumed SOmglkg. 100 mgke, or 200mglkg.
€. longa in ntrast to untreated and placebo groups. Inteest-
ingly, MDA levels were significanly higher (P<0D5) n lambs that
ingested 50mgkg C. longa as compared to sheep supplemented
with 1000r200mgkg C brga. MDA levels of sheep that receivest
ether 100k or 200mglk . longa were similar

37 Doterminatin of ntrc oxide generation
Resulisof the eflct of daly oral administration of C.longa or

14 consecutive days on itrasative sress are presented in 1. 28,
Dietary supple mentation with ither quansty ofC.longa produced
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significantly (P<005) lower bload nitite levels as compared o

untreated controls and the pacebo group:

4. Discussion

To date, it Is custamary to contrl sheep coaidioss by using

anticoceidial drugs either as in feed medication or as oral indi-
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vidual reatments, Undoubtedl, this practice has playe a crucal
Tole in thegrowth of lvestock industry and has aciltateda higher
availabilityand sustainabilty ofanimal protein forconsumersover
the past 50 years (Tewarl and Mabarana, 2011). However, this
procedure has increased the resistant selection pressure against
mest anticoccidal drugs (Abbas et o, 2010; Peck e ol 2013
Saratsis et al, 2011} Additionally, ther is a growing concern on
the potental taxicty o drug residues in edible tissues and milk
(Ul Hassan et ol 2014) One potentilly wellaccepted alternative
to chemical additives, s the use of hertal preparations and plant
extracts, amongwhich curcurnin has been recognized topessess
importan potential as anticoerdial prea ration (Khalafla et ol
2011).Dependingon gecgraphical and seasonal canditions C.longa.
extracts usuallyconain G-70% carbohydsate, 86% protein,5- 10
21,27 ber 3-5% urcurninoids (S0-703 aurcurnin) and upto 5%
essentalolls and resins (Chinedum et al, 2015; Jlang etal., 2014
Trujllo e al, 2013),

C longa has been used a5 an additive to decrease the harm-
ful effcts of coccidiosis In brolers (Khalafal et a, 201 Kim
11,2013, having pasitive effects even against Eimeriaacervuling
infection (Peek e al 2013). It reduces coceidosis lesion scores
and oocyst shedding (Feclc e al., 2013, Supplementation with
curcumin has ako been found 1 improve the qualiy, redness or
yellowness of meat of coccidosisinfected broflers as a result of

its anticxidant activity (Fajput et al, 2014). Similar results were
obiained by Cervantes-Valencia ¢1 31 (2015), who demonstrated
that, C longa administered orally at doseof 25-50mkg o fab-
bits produced a decrease in oocyst shedding Results obtained in
his ial, also show that, under the conditons here descibed, C.
onga sighifcantyreduced oocyst producton inlammbs. The acion
mechanism was ot determined; however,t s easonable tospec-
ulte that is effects are simikr to the ones alresdy mentioned
L., trough a direct xic effct on coceidi, (Ramsewak ¢t al
2000), aflecting mainly the sporozoite’s morphology and viabilty
(Chatiopadiyay et al. 2001). As far as we kow, this I the st
Reportof C bnga used to trest an Eimeria $p. nfection n lambs.
‘Additional tolts antprotozcal eects, it hasbeen demonstrated
thatcurcumin possesses ant-inflmmatory and antioxidant prop-
eries, and. cansidering that owidatve stress s a hallmark of
intracellulasnfections( e ng el 2012), these aconscan com-
plement the antcocddial activity observed. Curcumin exerts its
antioxidant effea by interacing with differen signalling path-
Way o interacting with enzymes o genes implicated in oxicative
stress (Aggarwl and Harikumar, 2009; Duan et al, 2012: Paglarc
e al, 2015 Yarru et al, 2005). Previous studies have shown
that urcunin can reduce nirosatve stress by inhibiing iNOS
gene expression in p itoneal mactophages and livr (Chn c 41
1998), and also due 1o its peroxymitrite anion scavenging activ-




image25.jpeg
M. Cervantes Vaenciu ecat | Smll Rt Research 1352012735 £

ity (Sumancnt et ol 2004) On the cther hand, it has been
demonstrated that curcumin prevens the infammatory pain-
Hike behaviour caused by the oversmulation o pro-nflammatory
cyiokines, by enhancing IL-10 production Fattor et al 2015: Cao
€tal. 2004 Kim et al, 2013; Sears et al, 2011). In this tl the
antoxidant eflects of C. lrga against Eimeria naturaly-nfected
ambs were confirmed by the reduction of both, lipd peroxica-
tionand producion ol serumitric oxde. Such ffects are elevant
ifthe main characteristcs of ovine coccidicsi are considered. For
example: aiteraions n the quantity of physidogical antioxidants
suchasviamins AC and Einshee psullering coccidosis(Ceoieva
etal, 2006); intestnalepithelalinflammationand increased tssue
and blood concentations o eactive oxyge n species (Horak etaL
2004 Nweze and Obivwulu, 2009; Prowse et al, 1992 Rajput et .
2014). Additicnally, it has been shown in goats that other proto-
20an nfectons, uch as xoplasmosis and neosporosis are palred
with aclear increase evelofnirc oxide (Torinet o, 2015) These
effcts were somehow predictable. Administration of curcumin to
Fumans and animal tmodels with liver hepati,lung and ncestinal
lesions, has resulied n a significant reduction in oxidative stess
associated withtissue damage (Backia et al, 2015; Choand Park,
2015; He et al, 2015: Rajput et al. 2014).1 has been previously.
demonstrated ihat curcumin increases antioxidant markers such
a5 GSH, 50D and CAT activtes,as wel as the antiidant enzyme
glutathione peraxidase (Ahmida, 2012; AL-Rubaei et L., 2014; El-
Habr, 2015; Garca-Nino et al. 2015; He t al, 2015). Added up,
all these effects cancounteract the damage Eiméria spp. inducesin
epithellal celintegrityand impairmentof mucosalrecovery dueto
cellular oxidativ injuy (Cornelssenctal. 2009),

Interieukin-10 (IL-10) was here studed because of its ele-
vance in preventing the immune-mediated pathology assodated
1o the ncrease of a Th1 effector phenotype n coccidan infections
(Taubert et i, 2008; Coen and Denkers, 2015).Pathcgenesis of
ruminant coccidiosis i characterized by an Increased production
of pro-inflammatory cywkines such as IFN-y (Hermosila e al.
2012, 1999; Taubert and Hermosill, 2008; Taubert et a. 2007)
In the present study, the elevated concentration o this cytokine n
the unteated contrdls is animportant evidence o eukocyte infl-
tration and Is In accordance with previous experimental studies
(Taubert and Hermosila, 2008). On the other hand, IL-10 exets
antinflammatory effects mediated by several mechanisms that
include the down-+ egilation of pro-nflammatory cytckine induc-
ton (Haritova and Stanilowa, 2012 Jiang et al, 2013; Lykken
tal. 2015), Present resuls show decreased concentrationof this
cyline similar to previous published data, In which C. longa
was administere  pigets with an intesinal infection caused by
Escherichiacoli(Xun et al 2015) ¢ hasbeensuggested that theans.
inflammatory prope res of curcumin nclude several mechanisms
Includingthe nbibition of the TR 4/NF-x Bsignaling pathway (Fan
etal, 2015; Zhong, 2015; Zhou et al, 2015, By blocking NF-xB
activation, arget genes of this signalin g pathway such a3 INOS are
down-regulated (Yaday et L, 2013; Zhong, 2015). This enzyme
catalyzes oxidative stress-induction of nitic oxide, which was
previously mentioned tobe an important mediator in coccdiosis
(Allen, 1997 Georgieva etal. 201, 2006),

5. Conclusion

This is the first study demonstrating the benefiial actions of
infeed administrationof C orgainlambs toconirol Emeriainfec-
tion and to limi the host Inflammatory reaction as assessed by
the determination of ooyt faecal cutput, a5 well as cancen-
trations of L-10, FN-y,nitries and liid peroxidation, Ater 42
days, the body weight of lambs that received 200mgie of C.
1 D ased SIS Seolile 3 e Hastd 16 SATARD.

Tammbs. These results prommpe the future clincal use of C. onga as
a natural, environmentally-fiendly, and non-toxic diery sup-
plement in ruminants infected with cocddiosi. Further work
that involves experimenl infectons with one o more highly
Pathogenic speciesof Eimeria i, therefore, eommended.
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ity (Sumancni et o, 2004) On the cther hand, it has been
demonstrated that curcumin prevents the inflammatory pain-
likebehaviour caused by the oversmulation o pro-nflammatory
cyiokines, by enhancing IL-10 production  Fattor et al. 201 5: Gao
etal, 2004 Kim et al. 2013; Sears et al, 2011). n thistrial the
antioxidant e fects of C_lorga against Eimeria naturaly-infected
ambs were conirmed by the recuction of bath, lipid peroxica-
tionand producion ofserumitrc oxide. Such ffects are elevant
ifthe main characteristcs of ovine coccidicsi are considered.For
example: alteraions n the quantity of physiciogical antioxidants
suchasviaminsAC and Einshee psulering coceidosis(Ceorgieva
etal. 2006) intestinalepithelialinfammationand increased ssue
and blood concentrations o reactive oxyge n species (Hirak et al.
2004 Noweze and Obiwulu, 2009; Prowse etal., 1993 Rajput et
2014). Additicnally, it has been shown in goats tht other proto-
20an infections, such as xoplasmosis and neos{prosi,are paired
with  iearincteaseleve of itic oxide (Torin ¢t ol 2015) These
effcts were somehow predictable. Administration of curcumin to
humans and animal models withliver, hepati,lung and intestinal
lesions, has resulted n a sgnificant reduction in oxidative stess
associated with tssue damage (Badrla et al. 2015; Choand Park,
2015; He et al, 2015; Ralput et al, 2014) 1 has been previously
demonstrated fhat curcumin inresses antoxidant markers such
a5 GSH, SO and CAT activtes,as wel as the anicxidant enzyme
gluathione peraxidase (Ahmids, 012; ALRubaei et a, 2014; B
b, 2015; Garca-Nino et a. 2015; He et al. 2015). Added up,
all these eflects can counteract the damage Fimeria spp. inducsin
epithelial el intgrityand impaiment of mucosal ecovery due 0
cellular oxidativ injury(Correlssen e al 2009).

Interieukin-10 (IL-10) was here studed because of its ele-
vance In preventing the immune-mediated pathalagy assodated
10 the ncrease of aTh1 efector phenotype in coccidian infections
(Taubert et i, 2008; Coben and Denkers, 2015). Pathgenesis of
ruminant coccidiois i characterized by an increased production
of pro-inflammatory cylokines such as IFN-y (Hermosila et al.
2012, 1999; Taubert and Hermosilla, 2008; Taubert et a. 2007)
In the present study, the elevated concentration of this cytokine in
the untreated contrdls s animportant evdence df leukocyte nfi-
tration and is i accordance with previous experimental studies
(Taubert and Hermosila, 2008). On the other hand, 1L-10 exets
ant-infammatory effects mediad by several mechanisms that
include the down-+ egilation of pro-nflammatory cytckine induc-
ton (Haritova and Stanilowa, 2012 Jiang et al. 2013; Lykken
etal, 2015) Present esults show decreased concentration of this
eyline simlar to previous published data, in which C. longa
Wwas administered 1o piglets withan intestinal nfetion caused by
Escherichiacali(Xun t a1 20151t hasbeen suggested thatheanti-
inflammatory prope res of curcumin include several mechanisms
includingthe nhibiticn of the TR 4/NE-x Bsignaling pathway (Fan
etal, 2015; Zhong, 2015; Zhou et al, 2015, By blocking NF-xB
activation, arget genes of tis signaling pathway such as INOS are:
down-regulated (Yacay ct aL, 2013; Zhong, 2015). This enzyme
catalyzes oxidative stres-induction of nitrc ode, which was
previously mentioned tobe an important mediatorin coccdiosis
(Allen, 1997; Georglevatal. 2011, 2006)

5. Conclusion

This is the first study demonstrating the beneficial actions of
Infeed administrationof C orgainlambs foconirol Emeriainfec-
tion and to limi the host Inflammatory reaction as assessd by
the determination o oocyst faecal cutput, as well as concen-
trations of L-10, FN-v,niries and lipid peroxidation, Ater 42
days, the body welght of lambs that recelved 200mgkg of C.
onga increased approximately twofold as compared (o untreated

lammbs, These results prommpe the future clinical use of C. onga as
a natural, environmentally-fiendly, and non-toxic dietry sup-
plement in ruminants infected with cocddiosi. Further work
that invalves experimena! Infectons with one o more highly
Pathogenic speciesof imera i, therefre, eommended.
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VAIVERADAD NAQJONAL
AVENMA DE
MEXICO < OFICIO No. FMVZ/D/FSG/289/2016
> ASUNTO: Se solicita apoyo para tramite de

solicitud de Patente

1Q. SALVADOR E. MORALES HERRERA
COORDINADOR DE PROPIEDAD INTELECTUAL
COORDINACION DE INNOVACIGN Y DESARROLLO

Presente

A través del presente solicito a usted el apoyo de la Coordinacion de Innovacién y Desarrollo,
para proceder con el trémite de solicitud de patente de la invencién titulada: G_alletas de
Curcuma longa para disminuir la eliminacién de ooquistes de Eimeria spp. en

ovinos

En dicha invencién han participeido como inventores los siguientes investigadores que forman
parte de este Instituto/Facultad: Yazmin Alcalé Canto (Profesora Titular “A” tiempo completo,
definitiva) y Marfa Eugenia Cervantes Valencia (estudiante de doctorado, Programa de

Maestrfa y Doctorado en Ciencias de la Produccién y de la Salud Animal).

Estamos adjuntando la descripcién de la invencidn, asf como las cartas de cesién de derechos
de los inventores y copia de las publicaciones relacionadas con dicha invencion.

Quedamos a sus Ordenes en caso de que requiera cualquier informacién adicional,
aprovechando para enviarle un cordial saludo.

DIRECCIGN GENERAL n
DEVINCULACiON ,3{‘%

CIBIDO ...,





image38.jpeg
Probit

Respuestas transformadas por Probit

2,04
°
o
°
15
104
054
°
o
004
40 38 36 EN 32

Log de Dosis





image39.jpeg
Probit

o
104
05 °
°
13
00 °
°
°
104
°
154
o o1 02 03 o4

Dosis





image40.jpeg
Probit

Respuestas transformadas por Probit

125+

-2,00

2254

EY

Log de Dosis





image41.jpeg
Probit

Respuestas transformadas por Probit

004

104

15

00

os 10 15

Log de Dosisn

20

25





image42.jpeg
Medias marginales estimadas

Medias marginales estimadas de infectadas

4

00





