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INTRODUCCION

Las infecciones por helmintiasis son la principal causa de enfermedades en
pequefios rumiantes, representando una gran pérdida en la produccion ovina,
agravada a su vez por la resistencia que presentan a los antihelminticos
sintéticos (Niciura, et al., 2019). En México se estiman pérdidas de alrededor de
445.1 millones de ddélares. Ademas, existe una problematica desprendida del
dafio que ocasiona el uso de estos farmacos al medio ambiente. Se han notado
efectos negativos especialmente en las poblaciones de insectos benéficos
asociados al estiércol, principalmente en sus formas larvarias (Marquez., 2003).
Debido a la desmedida resistencia antihelmintica actual, se ha impulsado la
investigacion de principios activos obtenidos de plantas medicinales, como
alternativa para el control de la helmintiasis. Se ha reportado que especies de la
familia Fabaceae han mostrado actividad antihelmintica contra nematodos
gastrointestinales en pequefios rumiantes (Oliveira, et al, 2019). Las fabaceas se
consideran de alto nivel nutricional para el ganado pues mejoran su crecimiento
y desarrollo (Hernandez, et al., 2015). Por lo tanto, la presencia de fabaceas
arbéreas y arbustivas en la zona de pastoreo de rumiantes favorece su nutricion,
pero también pueden representar una opcion para el control de la helmintiasis.
Ademéas, son empleadas como fitorremediadores de suelos. Acacia
cochliacantha y Acacia farnesiana son dos ejemplos de especies de fabaceas de
las que se han obtenido resultados importantes, mostrando actividad ovicida e
inhibicion de la migracion larval respectivamente, actividades atribuidas a
compuestos como cafeoilo y cumaroilo y a la presencia de taninos. El género
Acacia es el segundo més grande de la familia Fabaceae, por tal abundancia y
aunado a los multiples compuestos activos hallados en especies de este género,
representa una alterativa viable para el tratamiento de la helmintiasis con una
produccién de bajo costo. Acacia bilimekii es una fabacea caracteristica de la
Cuenca del Rio Balsas, restringida a la Cuenca Alta, usada en la medicina
tradicional para lavar heridas y como forraje para las cabras (Rico Arce, 2001).
Tiene una alta capacidad de rebrote, debido a su eficiencia para conservar el
agua, lo que le permite tener follaje todo el afio; es decir, que se comporta como
una especie perennifolia a pesar de pertenecer a una vegetacion de selva baja

caducifolia. Esta especie tiene un amplio estudio a nivel taxonémico, pero ha



sido escasamente investigada a nivel fitoquimico y farmacologico, sin embargo,
se sabe que produce compuestos con alto potencial antihelmintico como son los
taninos y las saponinas (Sotelo, et al., 1999). Por lo anterior, este proyecto
pretende evaluar la actividad antihelmintica de extractos y fracciones de A.

bilimekii sobre el nematodo hemat6fago Haemonchus contortus.



ANTECEDENTES
1. GANADERIA DE PEQUENOS RUMIANTES
1.1 Produccién pecuaria ovina

La ovinocultura es una actividad pecuaria consistente en la crianza de ganado
ovino con propoésitos comerciales y es de gran relevancia en la industria
ganadera alrededor del mundo. Representa importantes ingresos econémicos,
alimento y sustentabilidad para una gran parte de la poblacién, especialmente
en sectores marginales, pues en muchos de los casos esta actividad pecuaria

es su medio de vida.

Por lo general la ganaderia de pequefios rumiantes como los ovinos, en México
y el resto del mundo emplean sistemas de pastoreo en praderas y traspatio, lo
que favorece la produccidon reduciendo costos y mejorando las cualidades
organolépticas de la carne al aprovechar los recursos forrajeros disponibles
(Partida et al., 2013).

De acuerdo con Cuevas Padilla (2019) una de las desventajas de estos sistemas
de crianza es que la rentabilidad del negocio se vuelve dependiente de mdltiples
factores que afectan la productividad de los hatos o rebafios ovinos, como son:
la cantidad, calidad y tipo de vegetacion accesible para los rumiantes,
condiciones climaticas de la region de pastoreo, la presencia o ausencia de

depredadores naturales, y la prevalencia de patdgenos en la zona, entre otros.

En 2019 se llevd a cabo la Reunion Ordinaria del Comité Estatal Sistema
Producto Ovinos de Morelos, en donde varios productores trataron temas acerca
de coémo impulsar la cadena productiva del sector ovino debido a que se vio

afectado por el descenso en las ventas de cordero en pie.

En México en el afio 2019, se produjeron 122, 464 toneladas en pie de ganado
ovino, siendo los principales productores el estado de México, con 17,548
toneladas, Hidalgo, 13,536 toneladas Veracruz 9,069 toneladas y Morelos aporto

1, 278.0 toneladas del registro nacional. (Delegacion SADER Morelos)

Los pequefios rumiantes pueden verse afectados por diversos factores y esto

influye en su produccién pecuaria, una de las principales causas de las pérdidas



de ejemplares y por consiguiente econOmicas en la ovinocultura son las

infecciones parasitarias del ganado.

Los hatos ganaderos se ven afectados principalmente por endoparasitos que se
alojan en el tracto gastrointestinal de los rumiantes, especialmente aquellos que
habitan regiones tropicales y subtropicales con climas céalidos o templados.
(Rodriguez Vivas et al., 2017; Gonzélez et al., 2011). H. contortus es el nematodo

con mayor incidencia y supone enormes pérdidas econdémicas a nivel mundial

En México se estiman pérdidas millonarias que oscilan en los $445.1 millones de
dolares (Rodriguez Vivas et al., 2017).

2. NEMATODOS GASTROINTESTINALES Y SUS AFECCIONES EN
PEQUENOS RUMIANTES

2.1 Biologia de los nematodos gastrointestinales

Los nematodos son un grupo de organismos vermiformes que se encuentran
entre los mas numerosos de la tierra siendo el segundo filo mas diverso del reino
con 25,043 especies descritas hasta 2013. (Zhang, 2013).

Los nematodos son considerados metazoarios pseudo-celomados,
segmentados y taxondémicamente incluidos dentro del filo Nematoda. Sin
embargo, su apariencia vermiforme los hace ser considerados dentro del grupo
de los Helmintos (Cuevas Padilla, 2019).

Segun Cuevas Padilla (2019), es comun diferenciarlos de acuerdo a su habitat:
en marinos Yy terrestres; aunque estos Ultimos en realidad pueden clasificarse
como organismos acuaticos debido a que tienen la necesidad de un entorno
huamedo para subsistir, por lo que pueden encontrarse en ambientes

semiacuaticos o embebidos en peliculas de agua entre el suelo.

Gunn y Pitt (2012) describen a los nematodos como organismos de forma

cilindrica, alargada y delgada y con ambos extremos convergentes.

Los nematodos gastrointestinales (NGI) presentan ciclos de vida directos, debido
a que su estado infestante se desarrolla en el medio externo. En mamiferos como
los humanos o el ganado, la mayoria de los NGI parasitan el abomaso y el

intestino delgado y algunos cuantos el intestino grueso (Angulo Cubillan, 2005).



Los adultos copulan en su sitio infectante y la hembra expulsa los huevos en
estado de morula; sin embargo, en géneros como el Strongyloides Unicamente
la hembra es parasita y se reproduce partenogenéticamente. La gran mayoria
de los géneros son transmitidos por via oral (Ostertagia, Haemonchus,
Trichostrongylus) y en algunos casos por via percutdnea (Bunostomum vy
Strongyloide) (Angulo Cubillan, 2005).

2.2 Helmintiasis en pequefios rumiantes

El término helmintos como grupo o clasificacion es mayormente usado en
parasitologia para describir a organismos vermiformes que por lo general
parasitan a vertebrados como el humano, rumiantes, etc. (Mujica Ruiz, 2009). Y
conforman una clasificacion médica complementaria (no taxonémica) debido a
que no constituye un grupo monofilético. Sin embargo, el término es ampliamente

utilizado entre la comunidad cientifica (Cuevas Padilla, 2019).

La helmintiasis alude a la infeccién que causa este tipo de organismos parasitos
en un organismo vivo. En el caso de los pequefios rumiantes refiere a las

afecciones del ganado Ovino y Caprino.

La patogenicidad de algunos helmintos puede ser muy severa en especial los
que se consideran endopardsitos, pues son mayormente prevalentes en latitudes
templadas, tropicales y subtropicales (Rodriguez Vivas et al., 2017; Gonzélez et
al., 2011).

Los helmintos que ocasiona un mayor dafo parasitan el tracto gastrointestinal
de los rumiantes, representando un riesgo para la salud publica, la produccion
zootécnica y el medio ambiente. Frecuentemente las infecciones por nematodos
gastrointestinales (NGI) sobrepasan los dafios de rentabilidad y terminan con la
muerte de los individuos infectados. (Angulo Cubillan, et al., 2007; Cuevas
Padilla, 2019)

Segun Torgerson y Macpherson (2011) las estimaciones de la poblacion
afectada llegan hasta el 80% a nivel mundial. Esto significa grandes pérdidas

econdémicas y pone en riesgo el sustento de la actividad pecuaria.

De acuerdo con Partida y colaboradores (2013), Haemonchus contortus es el

pardsito causante de mayores pérdidas econémicas en los ovinos y mencionan



gue su potencial bidtico es magnificado en regiones con zonas de clima calido o
durante la temporada calurosa de zonas de climas moderados. Aunque, en

zonas semiaridas, también son responsables de importantes pérdidas
2.2.1 Haemonchus contortus

El género Haemonchus tuvo un aparente surgimiento en Africa con una inicial
colonizacion y diversificacion en antilopes, con el paso del tiempo se generaron
nuevas cepas y estas colonizaron a otros rumiantes salvajes, debido a la
domesticaciéon y a las migraciones el género logro desarrollarse en rumiantes

domésticos y propagarse en otros continentes. (Hober et al., 2004).

Haemonchus contortus es una de las dos especies pertenecientes a este género,
siendo la otra Haemonchus placei, es un nematodo gastrointestinal de

comportamiento hematéfago.

Infecta bovinos, ovinos, caprinos y otros rumiantes. Es el neméatodo con mas
incidencia a nivel mundial y por lo tanto el més frecuente en los hatos ganaderos.
Ocasionalmente puede presentarse en infecciones mixtas en conjunto con otros
NGI (Cooperia spp., Ostertagia spp., Trichostrongylus spp.), sobre todo si se
tiene rebafios en pastoreo. La enfermedad ocasionada por la infeccion de este
nematodo es llamada hemonquiasis, sin embargo, también se puede referir

como hemoncosis o hemonchosis (Angulo Cubillan, et al., 2007).

En su fase adulta se localizan en el abomaso, son de color rojizo y miden de 1 a
3 cm de longitud. En las hembras los ovarios son de color blanco enrollados en
forma de espiral alrededor del intestino, el cual esta lleno de sangre lo que le da
el estriado caracteristico de las hembras. La cavidad bucal tiene una lanceta
dorsal que sirve para perforar la mucosa gastrica y succionar la sangre. La bolsa
copuladora de los machos tiene un lébulo dorsal asimétrico y las espiculas
terminan en forma de espolén, en las hembras normalmente la vulva esta

cubierta por la solapa bulbar (Jacquiet, et al., 1997).
2.2.1.1 Ciclo infeccioso

El proceso de su ciclo infeccioso o su ciclo de vida es directo, lo que quiere decir
que no pasa por un intermediario (hospedero temporal). Pasa por una fase

exdgenay una endégena, la primera comprende desde el huevo hasta el estadio



L; y la segunda desde la ingesta del L3, el desarrollo del adulto, la cépula y la

produccion de huevos.

Los huevos son expulsados del hospedero a través de las heces y por lo general
se desarrollan en sus estadios L; y L, alimentdndose de bacterias y detritus
presentes en las heces, al llegar a la L; estan cubiertos por una cuticula lo que
les impide alimentarse y dependen Unicamente de sus reservas. Este estadio se
qgueda en el pasto de las praderas hasta que un hospedero llega y adquiere la

infeccion al ingerirlo. (Angulo Cubillan, 2007; Onyiah y Arslan. 2005).

Segun Cuevas Padilla (2019) la fase que compone la excrecidén de los huevos
junto con las heces se denomina pre-parasitica. Los huevos tienen una forma
ovoide con extremos de curvaturas y polos dispares, en promedio su tamafo es

de 70-79 um en su eje longitudinal y de 45-49 um en el transversal.

En condiciones de humedad (80 a 100%) y temperatura (18 a 35 °C) se suele
favorecer el desarrollo de los estadios libres del nematodo (Vazquez et al., 2004;
Gonzalez, 2007; Liébano, 2011).

2.2.1.2 Principales enfermedades causadas por H. contortus

La infeccién por si misma ocasiona Hemoncosis, lo que da lugar a varios
sintomas y demas padecimientos a causa de la parasitosis. Genera diversas
manifestaciones clinicas como diarreas persistentes, desnutricion y anemia
(Cuevas Padilla, 2019).

La virulencia del parasito y la respuesta del hospedero son los factores mas
importantes por destacar en el desarrollo de la enfermedad. Debido al
comportamiento hematéfago del parasito genera lesiones en la mucosa gastrica
y hemorragias internas, ademas de alterar los parametros sanguineos
disminuyendo significativamente el volumen celular aglomerado (VCA) y
disminuye la capacidad de absorber nutrientes a nivel intestinal. (Castillo Mitre,
2018).

Los dafios y la inflamacién provocados por las larvas y los adultos en la mucosa
gastrica pueden generar gastritis. Un parasito adulto puede ingerir hasta 0.05ml

de sangre por dia y eventualmente ocasionar anemia (Williamson et al, 2003).



En infecciones crénicas también provocan higado graso, hipoproteinemia y
emaciacion. En infecciones agudas puede ocasionar muertes repentinas sobre
todo en corderos y cabritos jévenes, también provoca edema abdominal, toracico
y submandibular (cuello de botella), anemia por deficiencia de hierro, caida
progresiva de lana o pelo, falta de apetito, pérdida de peso y muerte (Fox y
Jacobs 1991; Rowe et al., 1988.).

3. ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA
3.1 Antihelminticos sintéticos

De acuerdo con Castillo Mitre (2018), es a partir de la década de los 60°s cuando
se desarrollan el primer antihelmintico comercial, el tiabendazol, un farmaco con
buena eficacia, de amplio espectro y baja toxicidad, lo que marcd la pauta para
el comienzo de una era de control de los NGI. La aceptacion de los
benzimidazoles y su uso frecuente revolucion6 la quimica moderna para el
tratamiento de los helmintos que consisti6 en el empleo Unicamente de

antihelminticos sintéticos, pero con una técnica de diagndéstico inadecuada.

La amplia gama de antihelminticos comerciales comprende cinco grupos:
benzimidazoles, imidazotiazoles, salicilanilidos, nitrofenoles y lactonas
macrociclicas. De estos grupos, los benzimidazoles y las lactonas macrociclicas

son los antiparasitarios mas empleados en ovinos (Cuéllar, 2009).
3.2 Resistencia antihelmintica

El uso constante e indiscriminado de antihelminticos sintéticos, ha causado un
efecto contraproducente para los productores de pequefios rumiantes. Debido al
inadecuado empleo de estos farmacos se ha generado una resistencia

generalizada a los mismos (Delgado-Nufies, 2020; Moya y Escudero, 2015).

La efectividad de los antihelminticos eventualmente ha disminuido debido a
causas antropogenicas, al realizar una seleccion artificial (de manera accidental)
de parasitos, exponiéndolos a un Unico principio activo por un periodo de tiempo
definido. Incluso, se han determinado especies parasitas de NGI que muestran
multi resistencia; es decir, resistencia a dos 0 mas activos antihelminticos (Kotze
y Prichard, 2016; Herrera-Manzanilla et al., 2017).



La resistencia antihelmintica (RA) ha sido un factor de gran relevancia para los
ingresos de la industria productora de pequefios rumiantes. Se ha convertido en
un problema de talla mundial y de una amplia incidencia, significando grandes
pérdidas econdmicas, a causa de los altos costos de los farmacos y por la
asesoria profesional que en un supuesto deberia realizarse. Sin embargo,
muchos productores con motivos de disminuir los costos tienden a prescindir de
un diagndstico profesional y realizarlo ellos mismos, esto conlleva un diagnosis
errénea o sesgada y una eleccion de los farmacos equivocada ademas de una
muy posible subdosificacion, por consecuencia se reduce la efectividad del

farmaco (Torres Vasquez, 2007; Cuellar Ordaz, 2009).

El desarrollo de la resistencia esta influenciado por factores del clima, malas
practicas de manejo, edad de los animales y peso corporal de los animales que

son tratados. (Torres Vasquez, 2007).

4. USO DE LAS PLANTAS MEDICINALES COMO ALTERNATIVA PARA EL
CONTROL DE LA PARASITOSIS

4.1 Plantas usadas para el control de parésitos

La farmacorresistencia que se ha generado a raiz del empleo constante de
productos quimicos para el control de los NGI, durante las ultimas décadas ha
sido motivo de la busqueda de nuevas alternativas, y es con base en que
diversas especies de plantas son usadas de manera tradicional como
tratamiento antiparasitario, que estas representan una opcion ideal para la

busqueda de compuestos activos con potencial antihelmintico.

Especies como Allium sativum (Amaryllidaceae), Artemisia absinthium
(Asteraceae) y Chenopodium ambrosioides (Amaranthaceae), han presentado
una alta eficiencia como antihelmintico (Moya y Escudero, 2015), y de acuerdo
con Garcia et al, (2005), extractos de Morera alba también presentaron
propiedades antihelminticas contra los géneros Trichostrongylus y Haemonchus.
Por su parte, Cortes-Morales et al. (2019) demostraron la actividad ovicida del
flavonoide isokaempferido, obtenido de la planta Baccharis conferta

(Asteraceae).
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Existen varias familias que presentan compuestos activos eficaces contra los
NGI; sin embargo, la familia Fabaceae comprende un grupo de plantas que son
conocidas por ser productoras de metabolitos secundarios con diversas
propiedades medicinales (Olmedo Juarez et al., 2014; Sibaja Hernandez et al.,
2015). Por lo que investigadores se han centrado en la busqueda de metabolitos
secundarios presentes en diversas especies de fabaceas arbdéreas que han
demostrado propiedades antihelminticas (von Son-de Fermex et al., 2012;
Olmedo-Juarez et al., 2014). De acuerdo con Williams et al (2014) dentro de
estos metabolitos se encuentran los taninos condensados (TC), terpenos,

saponinas y flavonoides.
5. FABACEAS Y EL GENERO ACACIA
5.1 Bosque Tropical Caducifolio

El Bosque tropical Caducifolio (BTC) o Selva Baja caducifolia es un tipo de
vegetacion en Meéxico propio de los climas célidos y segun Pennington y
Sarukhan (2012) actda como un limite hidrico de las vegetaciones de las zonas

calido-humedas.

Segun datos de las CONABIO (2020) el BTC ocupa aproximadamente el 11.7%
de la superficie nacional y su distribucion se extiende en la vertiente del Pacifico
de México desde el sur de Sonora y suroeste de Chihuahua hasta Chiapas
continuando hasta Centroamérica. Existen pequefias porciones en el extremo
sur de la Peninsula de Baja California y en el norte de la Peninsula de Yucatan.
Su presencia destaca en la zona de la Cuenca del Rio Balsas el cual atraviesa
ocho estados de la Republica: Morelos en su totalidad y parcialmente los estados
de Tlaxcala (75%), Puebla (55%), el Estado de México (36%), Oaxaca (9%),
Guerrero (63%), Michoacan (62%) y Jalisco (4%) (INECC, 2007).

Fisionbmicamente este tipo de vegetacion se caracteriza por su pérdida de follaje
en la mayoria de sus especies caracteristicas durante la época de secas
teniendo un gran contraste con la temporada de lluvias ademas de que una gran
parte de las especies lefiosas tiene una capacidad de rebrote, generando
chupones a partir de tocones cortados. Sus componentes arbéreos mantienen

una corta altura, por lo general de 4 a 10 metros. Gran parte de las especies

11



presentes exudan sustancias resinosas o laticiferas y su follaje desprende un

olor fragante o resinoso al ser estrujadas (Contreras Hinojosa et al, 2014).

Contreras Hinojosa et al (2014) establece que este tipo de vegetacion se
presenta en zonas con promedio de temperaturas anuales superiores a 20 °C y
precipitaciones anuales de 1,200 mm como maximo, aunque lo mas comun es
gue sean del orden de 800 mm, con una temporada seca que puede durar de 7

U 8 meses y que es muy severa.

El BTC posee una gran riqueza biologica pues este tipo de bosques se

caracterizan por su alta diversidad floristica (Beltran Rodriguez, 2018).

En relacion tanto con la cantidad de especies como con el nimero de individuos

destaca la familia Fabaceae, y una alta cantidad de especies del género Bursera.
5.2 Fabéaceas

Las fabaceas son una familia de angiospermas que habitan en diversos
ambientes; zonas pluviales, himedas y con restricciones de temperatura y
humedad como el Bosque Tropical Caducifolio (Contreras Hinojosa et al., 2014).
Cuenta con registro de aproximadamente 19.500 especies divididas en seis
subfamilias (Caesalpinioideae, Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae,

Duparquetioideae, y Papilionoideae) (LPWG, 2017).

Su empleo como planta forrajera es de gran importancia econémica debido a su
uso en varias culturas, ya que es una fuente ideal de proteinas lo que
complementa la dieta de los ganados que se basa generalmente en cereales.
(da Silva Gomes, 2019; Flores, 1983).

5.2.1 Fabéaceas con actividad antihelmintica
5.2.1.1 Gliricidia sepium

G. sepium es una fabacea conocida comunmente como “madre de cacao” o
“‘matarraton”, es un arbol sin espinas de tamano pequefio a mediano que suele
alcanzar una altura de 10-12 m, su ramificacion es frecuentemente desde la base
con diametros basales que alcanzan los 50-70 cm y la corteza es lisa, pero puede
variar en color desde un gris blangquecino hasta un marrén rojizo intenso. (Simons
y Stewart, 2007)
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Se distribuye principalmente en México, Centroamérica y regiones tropicales de
Sudamérica y Asia. Es utilizado con propdsitos medicinales y como planta
forrajera (Pérez Pérez, 2014).

El extracto de G. sepium ha mostrado previamente propiedades antihelminticas
contra Haemonchus contortus (Von Son-de Fernex et al., 2012; Wabo et al.,
2011). Ademés, su actividad ovicida podria relacionarse con compuestos
reportados previamente en las hojas, como son saponinas y taninos, los cuales

han mostrado ser activos contra huevos de NGI (Pérez Pérez, 2014).
5.2.1.2 Sarothamnus scoparius

Conocida también como “retama negra” o “escoba negra”. Es un arbusto de 0.5-
2 m con ramas marcadas por cinco costillas en forma de v, posee hojas
unifoliadas o trifoliadas que pueden perder a lo largo de la primavera (Gomez-
Serranillos, 2017).

De manera tradicional, los pobladores preparan una infusién con una cuchara de
hojas y tallos en una taza de agua hirviendo, después de 10 minutos lo cuelany

lo beben en ayunas para eliminar parasitos (Salazar, 2008).

De acuerdo con la investigacion de Salazar (2008), los extractos acuosos de S.
scoparius contienen alcaloides, flavonoides, saponinas y taninos, compuestos
polares que han demostrado una considerable eficacia sobre los helmintos

denominados oxiuros.
5.2.1.3 Prosopis laevigata

También llamado mezquite, se caracteriza por la produccién de vainas con
semillas. Ademas de ser un género ampliamente distribuido en zonas aridas y
semiaridas de México, también se le encuentra cerca del nivel del mar (Palacios,
2006; Carrillo-Parra et al., 2010). Miden desde 20cm hasta 40 m y se adaptan a
cualquier condicién climatica (Rios-Saucedo et al., 2013; Aguilar-Rodriguez et
al., 2007).

El tronco mide por lo general de 30 a 60 cm hasta de 1 m de diametro; su corteza
es gruesa de color café-negruzco parcialmente fisurada. La raiz es profunday el

tallo ramifica a baja altura, algunas veces a nivel del suelo (Rosales et al., 2011).
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De acuerdo con el estudio realizado por Delgado-Nufiez et al. (2020), las hojas
de P. laevigata presentan compuestos activos contra larvas infectivas de H.
contortus. EI compuesto identificado como responsable de la actividad larvicida

y ovicida fue el flavonol denominado isoramnetina.
5.3 El género Acacia

El término acacia deriva del griego y significa punta, espina (Allen y Allen, 1981),
es un género perteneciente a la familia Fabaceae. Presenta una estructura
espinosa en la mayoria de las especies que pertenecientes (Contreras Hinojosa
et al, 2014).

Este género es el segundo mas grande de la familia después de Astragalus y
cuenta aproximadamente con 1200 especies distribuidas ampliamente en los

tropicos del mundo.

Algunas especies del género Acacia pueden presentar variabilidad morfologica
en algunos de sus caracteres taxonOmicos lo que hace mas dificil su
identificacion (Rico Arce, 2001).

Las especies de Acacia son de gran importancia en algunos ecosistemas; sin
embargo, existen otros en los que puede considerarse una especie invasora y
deben tomarse acciones para ser erradicada y mitigar los dafios (Sanchez
Blanco et al., 2012).

Se sabe que las especies de Acacia pueden emplearse para distintos fines, como
plantas medicinales, usos en la industria y construccion (alimentos, forraje para
ganado, perfumeria, estabilizante de tintas, para la diarrea, etc.) (Sanchez
Blanco et al., 2012; Delgado-Nufiez, 2020).

5.3.1 Acacias con actividad antihelmintica
5.3.1.1 Acacia pennatula

Es una especie arbérea de tamafio pequefio a mediano, de 6 a 12 m de altura

con tronco de un didmetro de 20 a 60 cm a la altura del pecho.

Sus ramas son extendidas, y tanto estas como el tallo poseen espinas rigidas y

cortas. Sus hojas son compuestas de 8 a 20 cm, sus flores diminutas, de un color

14



amarillo anaranjado y su fruto son vainas indehiscentes (Mendoza y Perez,
2011).

Varios estudios han denotado la actividad antihelmintica de esta especie y de
acuerdo con la investigacion realizada por Ortiz Ocampo, et al. (2016), esta se
atribuye a la presencia de taninos, puesto que en las evaluaciones de los
extractos de A. pennatula con inclusion de polivinilpolipirrolidona (un inhibidor de

taninos) su actividad antihelmintica fue bloqueada casi en su totalidad.
5.3.1.2 Acacia cochliacantha

Son arbustos de hasta 4 metros de altura. Ramas y tallos estrigulosos. Hojas 12-
15 cm de largo; estipulas de hasta 4 cm de largo, transformadas en espinas,
cimbiformes y generalmente rojizas, persistentes. Inflorescencias axilares, en
fasciculos de 2 a 5 cabezuelas; pedunculos 0.5-10 cm de largo, flores amarillas,
bractea floral 1.5 mm de largo. Sus espinas cimbiformes son rojizas cuando
jovenes y se vuelven pardas al madurar. El tamafio de sus espinas varia y

pueden ser inconspicuas.

En México se distribuye en Baja California, de Sonora a Chiapas, Durango,

Estado de México, Morelos, Oaxaca, Puebla y Veracruz (Rico Arce, 2001).

Varias especies de Acacia (incluida A. cochiliacantha), han sido consideradas
tradicionalmente como plantas antiparasitarias, y se ha demostrado que las crias
de cabras alimentadas con hojas de esta muestran mayor proteccion contra

infecciones de H. contortus (Castillo Mitre, et al., 2017).

Segun Castillo Mitre, et al. (2017) el extracto hidroalcohélico de A. cochiliacantha
contiene compuestos con alta actividad ovicida in vitro contra H. contortus, tales

como derivados de cafeoilo y cumaroilo; ademas de quercetina.
5.3.1.3 Acacia farnesiana

Son arbustos de hasta 3 m de altura. Ramas y tallos de glabros a hispidulos,
hojas de 2-9 cm de largo. Presentan inflorescencias cabezuelas solitarias o

axilares en grupos de 2-5 pedunculos; flores amarillas, bractea floral claviforme.

A. farnesiana destaca por sus espinas estipulares blanquecinas y sus flores

amarillas y aromaticas, ademas, posee un fruto glabro y casi negro.
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Se localiza ampliamente en regiones tropicales y subtropicales alrededor del
mundo, en América se distribuye en el sureste de Estados Unidos, de México
hasta Argentina y el Caribe. En algunas regiones es cultivada debido a su valor

econdémico (Rico Arce, 2001).

Las especies de Acacia se destacan por su alto contenido de metabolitos
secundarios, especialmente taninos (Seigler, 2002), y de acuerdo con Moreno,
et al. (2010), A. farnesiana es una de las especies que presentan actividad contra
H. contortus y Trichostrongylus colubriformis, mostrando gran inhibicion de la

migracion larval.
6. Acacia bilimekii
6.1 Descripcion botanica de Acacia bilimekii

A. bilimekii (Figura 1) es una especie arborea arbustiva caracteristica del BTC, y
comunmente llamada Tehuixtle, Tehuistle o Espino. Su altura llega hasta los 6
metros y posee ramas y tallos hispidulos. Hojas de 1 a 3 cm de largo; estipulas
hasta 2.5 cm de largo, transformadas en espinas, persistentes; peciolo hasta 1
mm de largo; pinnas un par de hasta 8 mm de largo, foliolos 1(-2) pares por pinna
de 0.6 a 2.5 cm de largo; (0.4) 0.6-2.0 cm de ancho, oblongo-elipticos, la base
truncada, el apice agudo, algunas veces mucronatos, esparcidamente hispidulos
en ambas superficies, venacion reticulada, vena principal subcentral. Posee
flores amarillas; bractea floral de 1mm de largo, claviforme, estrigulosa y caliz

campanulado (Rico Arce, 2001).
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Figura 1. Arbol de Acacia bilimekii

A. bilimekii destaca por presentar un solo para de foliolos por pinna y un fruto
linear cilindrico, constricto y sedoso. Se restringe a la cuenca del Rio Balsas y
es una de las pocas especies que presentan flores estaminadas y hermafroditas
en la misma inflorescencia. Es endémica de esta Cuenca y por lo tanto esta

presente en los estados de México, Morelos, Guerrero, Puebla y Oaxaca.

Habita en vegetacion de BTC y en palmares de Brahea, florece de septiembre a

marzo Y fructifica de febrero a junio (Rico Arce, 2001).
6.2 Usos generales de Acacia bilimekii

La vegetacion de BTC posee un ecosistema con una organizacion definida, en
el que el intercambio de materiales entre factores bidticos y abibticos es
indispensable y ocasionalmente esta organizacién puede ser alterada por
factores naturales y antropogénicos. Estos Ultimos resultan en alteraciones a
causa del uso de la vegetacién residente, especialmente el de varias fabaceas y
en este contexto especifico el de A. bilimekii (Sutton y Harmon, 1981; Southwick,
1972, Contreras Hinojosa, 2014).
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Su empleo por las comunidades esta destinado a diversos propositos. En la
medicina tradicional, su corteza se usa para lavar heridas evitado asi posibles
infecciones. También es empleada en procesos de curtiduria debido a la

presencia de taninos (Rico Arce, 2001).

Algunas personas lo utilizan como recurso para construccion, pues es clasificada
junto a A. farnesiana y Prosopis julifora como una madera dura, lo que la hace
ideal para obtener vigas, ademas, A. bilimekii tiene la propiedad de secretar una
sustancia resinosa cuando es cortada lo que hace que pueda funcionar como
una mecha y por ende también es empleada como combustible. (Sdnchez
Blanco, 2012; Contreras Hinojosa, 2014)

A bilimekii también es utilizada como forraje para el ganado ovino y caprino.
Debido a la practica de pastoreo extensivo en el BTC, el aprovechamiento de
agostaderos se realiza en la época de lluvias y disminuye en la época de secas.
Existen pocas especies que mantienen su follaje durante este periodo (Contreras
Hinojosa, et al., 2014), razdn por la cual A. bilimekii es una excelente alternativa

en ambas épocas.

Particularmente A. bilimekii ha mostrado en sus semillas un elevado contenido
proteico (35.5%) y en la vaina un contenido significativo. Esto la hace una buena
fuente de este nutriente y la convierte en un suplemento atractivo para los
cereales como el sorgo y la avena en la alimentacion del ganado. También
muestra un alto contenido de Saponinas en la vaina en comparacion con las
semillas (Sotelo, 1999).

6.3 Biorremediacion

En 2014 el INIFAP estableci6é que es posible utilizar especimenes de A. bilimekii
con fines de biorremediacién de los suelos con el propésito de restaurar el

Bosque Tropical Caducifolio ademés de crear un Banco de proteina.
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JUSTIFICACION

Haemonchus contortus es uno de los nematodos gastrointestinales (NGIs) con
mayor incidencia y mortalidad en pequefios rumiantes. Las enfermedades
causadas por este nematodo significan grandes pérdidas econémicas a nivel
mundial en la produccion ovina y caprina, impactando principalmente a
pequefios productores, dependientes de esta actividad pecuaria. El uso
indiscriminado de antihelminticos sintéticos resulta altamente costoso; ademas,
provoca una resistencia antihelmintica generalizada. Fabaceae, es una familia
de plantas que ha mostrado poseer compuestos activos contra nematodos
gastrointestinales, por lo cual este proyecto pretende evaluar la actividad
antihelmintica de A. bilimekii contra H. contortus e identificar el tipo de

compuestos bioactivos.
PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Qué tipo de compuestos quimicos son los responsables de la actividad

antihelmintica de A. bilimekii contra H. contortus?
HIPOTESIS

Acacia bilimekii presentara compuestos quimicos con actividad antihelmintica

contra Haemonchus contortus
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OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar la actividad antihelmintica de extractos y fracciones de Acacia bilimekii,

contra Haemonchus contortus e identificar el tipo de compuestos activos.
Objetivos particulares
Obtener tres extractos organicos de la especie vegetal A. bilimekii.

Evaluar el efecto inhibitorio de los extractos obtenidos de A. bilimekii en la

eclosion de huevos de H. contortus in vitro.
Fraccionar el o los extractos de A. bilimekii con mayor actividad ovicida.

Evaluar las fracciones y/o compuestos en el ensayo de la inhibicién de eclosion

de huevos (IEH) de H. contortus.

Identificar el tipo de compuestos presentes en las fracciones con mayor actividad

ovicida.
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METODOLOGIA
Material vegetal

La colecta de las partes aéreas de A. bilimekii (11 Kg) se realiz6 en Carretera
Grutas de Cacahuamilpa-Alpuyeca, Santa Cruz Milpillas, Morelos, México (18°
46’ 41” Ny 99° 17° 38” O a 1114 m.s.n.m.) en el mes de octubre de 2020. Un
espécimen fue enviado al herbario (HUMO) del Centro de Investigacion en
Biodiversidad y Conservacion de la Universidad Autonoma del Estado de
Morelos y fue identificado taxonomicamente por el M. en C. Gabriel Flores

Franco con numero de herbario 39818 (Anexo 1).
Obtencion de extractos

El material vegetal se sec6 bajo condiciones de sombra a temperatura ambiente
hasta peso constante (1.9 kg) y fue triturado en molino industrial para reducir el
tamafio de particula entre 4 y 6 mm. Para el proceso de extraccion se utilizaron
1.8 Kg de material seco y se realizaron maceraciones exhaustivas con
disolventes de polaridad ascendente (n-hexano, acetato de etilo y una solucién
de agua-metanol 70:30) en una relacion planta disolvente 1:5 por 24h. Los
extractos liquidos se filtraron y concentraron por destilacion a baja presion (210
mbar, 40° C), con ayuda de un rotaevaporador marca BUCHI 215, se liofilizaron
y una vez secos se obtuvieron 23 g del extracto hexanico (AbEH), 29 g del
extracto de acetato de etilo (AbACOEt) y 266 g del extracto hidroalcohdlico
(AbHA). 100 g de AbHA se sometieron a una biparticion liquido-liquido con agua
y acetato de etilo (AcOEt) en proporcién 1:1 para obtener dos fracciones, una
acuosa (78 g) y una organica de acetato de etilo (22 g). Finalmente se
almacenaron a 4 °C, para posteriormente, ser evaluados en el ensayo de la

inhibicion de la eclosion de huevos (IEH) de H. contortus.
Fraccionamiento quimico de AbFAcOEt obtenido de A. bilimekii

Se absorbieron 21 g de AbFACOEt en 35 g de silica gel 60 fase normal (malla
0.04-0.06, Merk Germany). La fraccion se separ6 mediante cromatografia en
columna abierta empacada con 120 g de gel de silice y se activd con
diclorometano (100%). La columna se eluyé con un sistema en gradiente con

diclorometano y acetona como fase movil. La elucion se comenzé con 100% de
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diclorometano y se fue aumentando la concentracion de acetona en porcentajes

de 5% hasta llegar una relacién 50:50. Posteriormente, la columna fue lavada

con metanol (100%). Se colectaron fracciones de alrededor de 50 mL, las cuales

fueron concentradas por destilacion a presién reducida con ayuda de un

rotaevaporador BUCHI R-215 y almacenadas en viales de 15 mL. Se obtuvieron

un total de 70 fracciones, de las cuales se realizaron placas cromatograficas en

capa fina para identificar similitudes en su composicion quimica. La identificacion

de grupo de compuestos se llevo a cabo mediante reveladores quimicos y luz de

onda corta (254 nm) y onda larga (360 nm). De este modo, las 70 fracciones

fueron reunidas en 18 subfracciones (Cuadro 1) y fueron almacenadas hasta su

posterior evaluacion en el ensayo de inhibicion de la eclosién de huevos (IEH).

Cuadro 1. Fraccionamiento quimico de AbFAcCOEt

Polaridad del sistema  Fracciones Reuniones Cantidad (mg)
Diclorometano (100%) 1-8 1-2 AbC1R1 1900
DCM/Ac (95:5) 9-15 3 AbC1R2 1500
DCM/Ac (90:10) 16-22 4-5  ADbCI1R3 750
DCM/Ac (85:15) 23-29 6-8 AbC1R4 680
DCM/Ac (80:20) 30-36 9-11 AbCI1R5 130
DCM/Ac (75:25) 37-42 12 AbC1R6 540
DCM/Ac (70:30) 43-47 13 AbC1RY 310
DCM/Ac (65:45) 48-52 14-17 AbC1RS8 180
DCM/Ac (60:40) 53-57 18-21 AbC1R9 220
DCM/Ac (55:45) 58-62 22-24 AbC1R10 90
DCM/Ac (50:50) 63-67 25-28 AbC1R11 120
MeOH (100%) 68-70 29-31 AbC1R12 190
32-40 AbC1R13 900
41-48 AbC1R14 800
49-54 AbC1R15 350
55-61 AbC1R16 370
62-68 AbC1R17 340
69-70 AbC1R18 3500

22



Figura 2. Cromatografia en capa fina fase normal de las fracciones (1-8) de la columna 1, visto

bajo luz visible revelada con 2-aminoetildifenilborinato?, luz de onda corta®, luz de onda largaC,
luz de onda corta® y onda largaF revelada con 2-aminoetildifenilborinato y luz visible revelada
con 4-hidroxibenzaldehido®
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Figura 3. Cromatografia en capa fina fase normal de las fracciones (8-15) de la columna 1, visto
bajo luz visible revelada con 2-aminoetildifenilborinato?, luz de onda corta®, luz de onda larga®,
luz de onda cortaP y onda largaF revelada con 2-aminoetildifenilborinato y luz visible revelada con
4-hidroxibenzaldehido®
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Figura 4. Cromatografia en capa fina fase normal de las fracciones (15-22) de la columna 1, visto
bajo luz visible revelada con 2-aminoetildifenilborinato?, luz de onda corta® , luz de onda larga€,
luz de onda cortaP y onda largaF revelada con 2-aminoetildifenilborinato y luz visible revelada con
4-hidroxibenzaldehido”
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Figura 4. Cromatografia en capa fina fase normal de las fracciones (15-22) de la columna 1, visto
bajo luz visible revelada con 2-aminoetildifenilborinato?, luz de onda corta® , luz de onda larga€,
luz de onda cortaP y onda largaF revelada con 2-aminoetildifenilborinato y luz visible revelada con
4-hidroxibenzaldehido”
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Figura 5. Cromatografia en capa fina fase normal de las fracciones (22-29) de la columna 1,
visto bajo luz visible revelada con 2-aminoetildifenilborinato”, luz de onda corta® , luz de onda
larga®, luz de onda corta® y onda larga® revelada con 2-aminoetildifenilborinato y luz visible
revelada con 4-hidroxibenzaldehido®
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Figura 6. Cromatografia en capa fina fase reversa de las fracciones (29-36) de la columna 1,
visto bajo luz visible revelada con 2-aminoetildifenilborinato”, luz de onda corta® , luz de onda
larga®, luz de onda corta® y onda larga® revelada con 2-aminoetildifenilborinato y luz visible
revelada con 4-hidroxibenzaldehido®
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Figura 7. Cromatografia en capa fina fase normal de las fracciones (36-43) de la columna 1,
visto bajo luz visible revelada con 2-aminoetildifenilborinato”, luz de onda corta® , luz de onda
larga®, luz de onda corta® y onda largaF revelada con 2-aminoetildifenilborinato y luz visible
revelada con 4-hidroxibenzaldehido®
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Figura 8. Cromatografia en capa fina fase normal de las fracciones (43-50) de la columna 1,

visto bajo luz visible revelada con 2-aminoetildifenilborinato”, luz de onda corta® , luz de onda

larga®, luz de onda corta® y onda larga® revelada con 2-aminoetildifenilborinato y luz visible

revelada con 4-hidroxibenzaldehido”
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Figura 9. Cromatografia en capa fina fase normal de las fracciones (50-57) de la columna 1,
visto bajo luz visible revelada con 2-aminoetildifenilborinato”, luz de onda corta® , luz de onda
larga®, luz de onda corta® y onda larga® revelada con 2-aminoetildifenilborinato y luz visible

revelada con 4-hidroxibenzaldehido”
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Figura 10. Cromatografia en capa fina fase normal de las fracciones (57-64) de la columna 1,
visto bajo luz visible revelada con 2-aminoetildifenilborinato”, luz de onda corta® , luz de onda
larga®, luz de onda corta® y onda larga® revelada con 2-aminoetildifenilborinato y luz visible
revelada con 4-hidroxibenzaldehido®
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Figura 11. Cromatografia en capa fina fase reversa de las fracciones (63-70) de la columna 1,

visto bajo luz visible revelada con 2-aminoetildifenilborinato”, luz de onda corta® , luz de onda
larga®, luz de onda corta® y onda larga® revelada con 2-aminoetildifenilborinato y luz visible
revelada con 4-hidroxibenzaldehido®
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Analisis HPLC

El analisis de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se realiz6 en el
Centro de Investigacion Biomédica del Sur (CIBIS-IMSS). Se utilizoé un sistema
Delta Prep 4000 (Waters, Milford, MA, EE. UU.) equipado con un mddulo de
separacion Waters 2695, detector de matriz de fotodiodos (Waters 996) y
software Pro Empower (Waters). Para la separacion quimica, se conectd una
columna Supelcosil LC-F de fase inversa (250 mm x 4 mm, tamafio de particula
de 5 um) (Merck, Darmstadt, Alemania) a una precolumna. Como fase movil se
utilizé agua acidificada con TFA al 0,5% (disolvente A) y acetonitrilo (disolvente
B). El sistema de gradiente fue el siguiente: 0—1 min, 0% B; 2—3 min, 5% B, 4—
20 min, 30% B; 21-23 min, 50% B 14—15 min; 24—25 min, 80% B; 26—27 100%
B; 28-30 min, 0% B. El volumen de inyeccion de la muestra fue de 10 pL y la
velocidad de flujo se mantuvo en 0,9 mL min-1. La absorbancia se midié a 330
nm para identificar derivados del acido hidroxicinamico y a 360 nm para
identificar derivados de flavonoides (Garcia-Hernandez et al., 2019). Los
compuestos acido p-cumarico y acido ferulico se identificaron por comparacién

con los datos de compuestos estandar registrados en la base de datos del CIBIS.

Material biol6gico

Los huevos de H. contortus se obtuvieron a partir de heces colectadas de un
ovino previamente sometido a una infeccibn monoespecifica (350 larvas
infecciosas/kg de peso vivo, cepa INIFAP, México). La recuperacion de huevos
se realiz6 de acuerdo con la técnica descrita por Coles et al. (1992) con menores

modificaciones.

Para realizar el conteo de huevos por gramo de heces (HPG), se empled la
técnica de McMaster. Se pesaron 2 gramos de heces y se colocaron en un tubo
de plastico, se maceraron agregando 28 mL de solucidn salina, se agitd y se uso
una gasa para evitar el paso de la materia organica a la superficie. Esta técnica
permite separar los huevos por flotacion. Con una pipeta de plastico se extrajeron
muestras del macerado y se colocaron en placas McMaster la cual
posteriormente se llevd al microscopio. Para realizar el conteo se utilizé la

siguiente formula:
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Huevos en cAmara 1 + huevos en camara 2
HPG = > * 100

Obtencion de huevos

Una vez estimado el porcentaje de HPG se pesaron 30 g de heces y se
maceraron en un mortero con 240 mL de agua de grifo. El material fecal se
separ6 en 8 tubos Falcon de 50 mL, agregando 30 mL en cada uno,
posteriormente se aforaron a 45 mL, se taparon, agitaron y fueron llevados a una
centrifugadora (Thermo Scientific Sorvall ST8) a 3500 rpm por 5 minutos para
separar la mayor parte de materia organica posible. El sobrenadante se filtr6 a
través de dos tamices (malla 75 y 32 um) consecutivamente con agua del grifo.
Los huevos fueron retenidos en el tamiz de 32 um, y la suspension se colectd
con una pipeta Pasteur para colocarla posteriormente en un tubo Falcon de 15
mL. El tubo se centrifugdb nuevamente en un equipo ELMI SkyLine CM-6MT a
3500 rpm por 5 minutos. Se formé un pellet de color blanquecino y con una pipeta
Pasteur se retir0 los restos de materia organica. Finalmente se realizé un conteo
en microscopio para obtener el nimero de huevos por mililitro y se realizé el

ajuste para tener un promedio de 100 huevos por cada 50 pL de solucion.
Ensayo de la inhibiciéon de la eclosién de huevos (IEH)

El ensayo de la inhibicion de la eclosion de huevos se realizdé en el Centro
Nacional de Investigacién Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad del INIFAP.
Se utilizaron placas de microtitulacion de 96 pozos con 4 repeticiones para cada
concentracion del tratamiento, los bioensayos se hicieron por triplicado para dar
un total de 12 datos. Las concentraciones probadas para los extractos fueron 20,
10, 5y 2.5 mg mL. Mientras que, las fracciones acuosa y organica se evaluaron
a 3, 1.5, 0.75 y 0.375. Se utiliz6 Agua destilada y Metanol 2% como controles

negativos y Tiabendazol disuelto en DMSO 1% como control positivo.

Se agregaron alicuotas de 50 pL de los extractos, fracciones y controles. Se
depositaron 50 yL de una suspension acuosa que contenia un promedio de 100
huevos de H. contortus en cada pozo. Posteriormente las placas se incubaron a
temperatura controlada durante 48 horas. El proceso de eclosion de huevos se

detuvo utilizando una solucion de Lugol. Los criterios para estimar la inhibicion
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de la eclosion de huevos incluyeron contar los huevos presentes y larvas
eclosionadas con ayuda de un microscopio optico. Como parametros para definir
los huevos y larvas se considerd lo siguiente: se contaron como huevos, aquellos
gue contenian morula o larva en su interior, las larvas ya eclosionadas y huevos
con una porcion del cuerpo de la larva que hubiese roto la cuticula se
consideraron larvas. El porcentaje IEH se estimo para cada tratamiento usando

la formula siguiente.

numero de huevos
IEH = — - x 100
numero de larvas + nimero de huevos

Analisis estadistico

Los datos del porcentaje de IEH fueron normalizados mediante transformacion
de raiz cuadrada y analizados con un disefio completamente al azar mediante
analisis ANOVA utilizando el Modelo Lineal General del programa SAS (SAS
Institute, 2006). Se determinaron diferencias significativas entre los tratamientos
mediante la comparaciéon mdultiple de Tukey (P <0,05). Para calcular las

concentraciones letales (CLso y CLoo), se realizé un analisis Probit en SAS 9.0.
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RESULTADOS
Obtencidn de extractos organicos de la especie vegetal A. bilimekii.

Los rendimientos de cada uno de los extractos se obtuvieron con respecto del
peso seco del material vegetal. El extracto hexanico (AbEH) tuvo un rendimiento
del 1.21 %, el extracto de acetato de etilo (AbFAcOEt) tuvo un rendimiento del
1.5% vy finalmente el extracto hidroalcohdlico (AbEHA) tuvo un rendimiento del
14%. Después de la biparticion de 100 g del extracto hidroalcohdlico, la fraccion
acuosa (AbAq) tuvo un rendimiento del 78% y la fraccion de acetato de etilo
(AbFACOEt) fue del 22%.
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Identificacién del tipo de compuestos presentes en las fracciones de mayor
actividad

El analisis por cromatografia en capa fina de las subfracciones activas mostro la
presencia de flavonoides al ser revelados con el reactivo NP-PEG dando bandas
con fluorescencia en color amarillo, verde y naranja. También se observaron
bandas en color azul que denotaban la presencia de acidos hidroxicinamicos y
cumarinas. Mientas que, con el revelador de KOM, se observo la presencia de

terpenos (Figura 12, 13).

A
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Figura 12. Cromatografia en capa fina fase normal de las subfracciones
activas (12-17) de la columna 1, visto bajo luz visible revelada con 2-
aminoetildifenilborinato?, luz de onda larga®, luz de onda corta®, luz de onda
largaP y onda corta® revelada con 2-aminoetildifenilborinato (NP-PEG) y luz
visible revelada con 4-hidroxibenzaldehido (reactivo de KOM)F.
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Figura 13. Cromatografia en capa fina fase reversa de las subfracciones
activas (12-17) de la columna 1, visto bajo luz visible revelada con 2-
aminoetildifenilborinato®, luz de onda larga®, luz de onda corta®, luz de onda
larga® y onda cortaF revelada con 2-aminoetildifenilborinato y luz visible
revelada con 4-hidroxibenzaldehido (reactivo de KOM)F.

Identificacion de los compuestos presentes en las subfracciones
bioactivas por HPLC

El andlisis mediante HPLC-PDA del extracto hidroalcohdlico (Ab-EHA) y la
fraccion de acetato de etilo (AbFACOEt) (Anexos 2, 3). El analisis de los
espectros de absorcién UV mostro la presencia de acidos hidroxicinamicos tal
como el &cido cumaérico y el acido ferdlico, flavonoides tal como flavonas

(luteolina), flavonoles y flavanonas, cumarinas y compuestos terpénicos.

El cromatograma de la fraccion AbR12 (Figura 14A) mostré cinco picos
principales. El andlisis de sus espectros UV indico la presencia de acido feralico
a Tr= 9,6 min (Anm 239 y 324), una cumarina a Tr= 15,6 min (Anm 225, 285 y
336) y tres cumarinas mas a Tr= 28,3, 29,2 y 29,6 min (Anm 197, 243 y 325). La
fraccibn AbR13 mostré cinco picos principales (Figura 14B). Sus espectros de
absorcién UV indicaron la presencia de acido p-cumarico a Tr= 9,4 min (A\nm 227
y 310), acido ferulico (Tr= 9,6 min), flavona luteolina a Tr= 12,2 min (Anm 208,
254 y 349), un flavonol derivado de quercetina a Tr= 13 min (Anm 207, 253 y 255)
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y una cumarina a Tr= 29,6 min (Anm 197, 243 y 325). Las fracciones AbR14,
AbR15 y AbR16 mostraron la presencia de &cido p-cumarico (Tr= 9,4 min, Anm
227 y 310) y luteolina (Tr= 12,2 min, Anm 208, 254 y 349) como compuestos
principales (Figura 14C, D, E). Sin embargo, en la fraccion AbR16 (Figura 14E),
comenzo a aparecer un pico a Tr= 9,5 min con un espectro UV caracteristico de
un derivado de cinamoilo (Anm 213 y 295). Finalmente, el cromatograma de la
fraccion AbR17 (Figura 14F) mostré la presencia de acido cafeico (Tr= 8,8 min,
Anm 241 y 324), un derivado de cinamoilo (Tr=9,5 min, Anm 213 y 295) y luteolina
(Tr=12,2 min).

LA — ..D

Figura 14. Cromatogramas de HPLC de subfracciones bioactivas de A.
bilimekii registradas a 330 nm. A) AbR12, B) AbR13, C) AbR14, D) AbR15, E)
AbR16 y F) AbR17.

Evaluacién del efecto inhibitorio de los extractos obtenidos de A. bilimekii

en la eclosién de huevos de H. contortus in vitro.

La evaluacion del efecto ovicida se llevo a cabo a una concentracion inicial de
50 mg y se realizé una dilucién en cascada para obtener 4 concentraciones. Los
extractos Ab-Hex y Ab-AcOEt no mostraron actividad ovicida. Sin embargo, el

extracto hidroalcohodlico mostré una actividad del 90% a una concentracion de
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20 mg mL* (Cuadro 2), esta actividad disminuyé de acuerdo con la concentracion
hasta 8% a 2.5 mg mL? lo cual demostré que el extracto posee un efecto
concentracion dependiente. Debido a este resultado se hizo una biparticion

liquido-liquido con acetato de etilo y agua destilada.

Cuadro 2. Porcentaje de la inhibicion de la eclosion del extracto hidroalcohdlico
de A. bilimekii y las fracciones de acetato de etilo y acuosa sobre huevos de H.

contortus después de un periodo de incubacion de 48 h.

Tratamientos IEH (% £ D.E.)
Agua destilada 0.55+0.599
Metanol 2% 0.75%0.759
Tiabendazol (0.1 mg mL™1) 99.46+0.652
Ab-EHA (mg mL?)

20 90.48+2.46°
10 42.49+1.83°¢
5 16.72+1.59°
2.5 8.03+3.23f
Ab-FAq (mg mL™Y)

20 No bioactivo
Ab-FACOEt (mg mL™?)

5 98.95+1.062
2.5 98.95+0.042
1.25 32.73+3.27¢
0.63 4.29+1.61f
Coeficiente de variaciéon 412

R2 0.99

Medias con diferente letra en la misma columna representan diferencias

estadisticamente significativas con P < 0.05. D.E.= Desviacién Estandar.

Evaluacion de la fraccion acuosay de acetato de Etilo (AcOEt) en el ensayo
IEH

Posterior a la biparticion se obtuvo una fraccién organica y una acuosa que
fueron probadas en el ensayo IEH. La fraccion acuosa (Ab-Ag) no mostro
actividad ovicida, por otro lado, la fraccidon organica (AbFAcOEt) mostro una
actividad inhibitoria destacable. Inicialmente, la fraccion AbFACOEt se evaluo a

concentraciones de 10, 5, 2.5 y 1.25 mg mL; sin embargo, los resultados
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obtenidos en todas las concentraciones fueron cercanos a 100% por lo que se
opté por disminuir la concentracion a 5 mg mL? para encontrar un efecto
concentracion dependiente. De este modo, la fraccion AbFAcCOEt mostré una
inhibiciéon del 98.9% a 5 mg mL™, que disminuyo hasta 4.2% a 0.63 mg mL*
(Cuadro 2)

Evaluacion de las fracciones bioactivas en el ensayo IEH

Las subfracciones fueron probadas a concentraciones de 1.5, 0.75, 0.38 y 0.19
mg mL* de las cuales AbC1R12, AbC1R13, AbC1R14, AbC1R15, AbC1R16 y
AbC1R17 demostraron poseer una actividad ovicida significativa,todas con con
mas del 93% de inhibicién a 1.5 mg mL1. La subfraccién AbC1R15 fue la que
mostré mayor actividad con un 98.7% de inhibicién a 0.75 mg mL? y 5.6% de
inhibicién a la menor concentraciéon (0.19 mg mL?). Todas las subfracciones

mostraron un efecto concentracion dependiente. (Cuadro 3).

Cuadro 3. Porcentaje de la inhibiciébn de la eclosion de las subfracciones
bioactivas obtenidas de la fraccion de acetato de etilo de A. bilimekii sobre
huevos de H. contortus después de un periodo de incubacion de 48 h.

Tratamientos EHI (% £ D.E.)
Agua destilada 0.18+0.32"
Metanol 2% 1.37+1.19"
Tiabendazol (0.1 mg mL™1) 99.17+0.352
AbC1R12 (mg/mL)

15 98.63+0.552
0.75 67.35+3.19P
0.38 12.00+0.76¢
0.19 5.1142.14¢9h
AbC1R13 (mg mL1)

15 99.34+1.142
0.75 65.37+5.11P
0.38 12.22+4.73¢
0.19 8.84+2 .59¢f0
AbC1R14 (mg mL)

15 97.69+0.542
0.75 14.80+1.01°¢
0.38 1.70+0.59"
0.19 0.64+0.55"
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AbC1R15 (mg mL1)

1.5 97.82+1.122
0.75 08.72+0.472
0.38 62.63+2.46°
0.19 5.60+1.26f9h
AbC1R16 (mg mL™?)

1.5 98.66+0.622
0.75 34.05+4.37¢
0.38 4.91+1.139h
0.19 0.63+0.55"
AbC1R17 (mg mL1)

1.5 93.42+0.622
0.75 21.45+2 864
0.38 1.55+0.53"
0.19 0.64+0.55h
Coeficiente de variacion 0.99

R2 5.05

Medias con diferente letra en la misma columna representan diferencias
estadisticamente significativas con p < 0.05. D.E.= Desviacién Estandar

Concentraciones letales del extracto Ab-HA y subfracciones

El cuadro 4 muestra las concentraciones letales 50 y 90 (CLso y CLoo) del extracto
y fracciones bioactivas. La CLso y la CL®0 del extracto Ab-EHA fueron 9.2 y 29.8
mg mL1, respectivamente. Mientras tanto, para la fraccién Ab-FAcOEt fueron 1.3
y 2.2 mg mL?, respectivamente. Las mejores subfracciones bioactivas fueron
AbR15 (CLso = 0.35 mg mL?), AbR12 (CLso = 0.64 mg mL') y AbR13 (CLso =
0.65 mg mL™1).

Cuadro 4. Concentraciones letales requeridas para inhibir el 50 y 90 % (CLso y
CLo0) de la eclosion de huevos de H. contortus después de un periodo de

incubacion de 48 h con el extracto hidroalcohdlico y subfracciones de A. bilimekii

(mg mL)

Limites IC 95% Limites IC 95%
Tratamientos CLso CLoo

Inferior Superior Inferior Superior
Ab-EHA 9.26 8.34 10.16 29.87  26.05 35.46
Ab-FACOEt 1.31 1.23 1.38 2.29 2.16 2.46
AbC1R12 0.64 0.61 0.67 1.11 1.05 1.19
AbC1R13 0.65 0.62 0.68 1.07 1.01 1.14
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AbC1R14
AbC1R15
AbC1R16
AbC1R17

0.97
0.35
0.85
0.97

0.93
0.33
0.82
0.94

1.01
0.36
0.88
1.00

1.29
0.67
1.20
141

1.23
0.63
1.14
1.35

1.35
0.71
1.29
1.49

IC= Intervalo de Confianza

CL= Concentracion Letal
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DISCUSION

La nematodiasis en el ganado ha surgido como un problema econémicamente
activo, representando pérdidas de este tipo y emergiendo como una de las
principales afecciones de este mercado, aunque, es necesario aclarar que el
problema no es nuevo. La elucidacion de las causas de estas pérdidas se
esclarece en términos de un decrecimiento en la produccién de proteinas, leche
y pieles, ademas de los altos costos de tratamiento para el control de NGI
(Rashid, et al, 2018). Se ha demostrado que la mayoria de las fabaceas poseen
metabolitos secundarios en partes aéreas como las hojas, y se han aislado para
explorar sus propiedades medicinales dentro de las cuales se encuentra la
actividad nematicida (Gonzélez-Cortazar, et al, 2017).

En este estudio se evidencia el efecto ovicida del extracto hidroalcohdlico, asi
como de sus fracciones y subfracciones obtenidas de la fabacea Acacia bilimekii

contra el nematodo gastrointestinal Haemonchus contortus.

El extracto AbACOEt no mostré actividad ovicida; sin embargo, la fraccion de
acetato de etilo obtenida de la biparticion del extracto AbHA demostr6 una alta
actividad. Es posible que los compuestos responsables de la actividad biolégica
se encuentren en el extracto de AbAcCOEt; sin embargo, al encontrarse en
conjunto con otra gran diversidad de compuestos que no aportan a la actividad
biologica, la concentracion de estos metabolitos bioactivos se ve aminorada
significativamente, lo que impide evidenciar la actividad ovicida del extracto
integro. El hecho de que la actividad ovicida se haya mantenido en la fraccion de
acetato de etilo y no asi en la fraccion acuosa, sugiere que los compuestos
responsables de la actividad son de polaridad media.

En el bioensayo IEH, el extracto de Ab-EHA mostrd una inhibicion del 8.8% a 2.5
mg mL?, alcanzando el 91.6% a 20 mg mL?, demostrando un efecto
concentracion dependiente (Cuadro 2). Ademas, el andlisis Probit mostré que la
concentracion efectiva para inhibir el 50 % de la eclosién (CLso) fue de 9.2 mg
mL1 (Cuadro 4). Sin embargo, el fraccionamiento liquido-liquido con agua y
acetato de etilo permitio obtener una fraccion acuosa que no mostro inhibicion, y
una fraccion organica (Ab-FAcOELt) con un efecto inhibidor siete veces mas

potente que el del extracto Ab-HA, mostrando un 98,9 % de inhibicion a 2.5 mg
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mL-1 con una CLso= 1.3 mg mL* (Cuadros 2 y 4). Este es el primer estudio que
reporta la actividad ovicida de las partes aéreas de A. bilimekii. Con base en sus
tiempos de retencion y espectros de absorcion UV, el analisis por HPLC permitio
identificar compuestos polifendlicos como acidos hidroxicindmicos (derivados
cafeoilo, cumaroilo y feruloilo), flavonoides (flavona, flavanona y derivados de

flavonol) y derivados cumarinicos principalmente.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Gonzalez-Cortazar et al.
(2018) en el estudio de la fabacea Lysiloma acapulcensis, pues la fraccion de
acetato de etilo (AcOEt) de esta especie mostro una inhibicion del 100% a 12.5
mg mL. Sin embargo, en este estudio se logré obtener un 90 % de inhibicion de
la eclosion con una concentracion 2.5 veces menor. Ademas, hay similitud con
lo reportado para las especies Azadirachta indica (Meliaceae), Baccharis
conferta (Asteraceae), Acacia farnesiana (Fabaceae) y Caesalpinia coriaria
(Fabaceae), de las cuales se obtuvieron fracciones acuosas y de acetato de etilo
mediante fraccionamiento liquido-liquido. Contrastando con este estudio, las
fracciones organicas mostraron una mayor inhibicibn contra huevos de H.
contortus (CLso= 21,32 mg mL, CLso = 770 mg mL?, CLso =510 mg mL*y CLso
= 160 mg mL, respectivamente) que su respectivo extracto integro y fraccion
acuosa (Igbal et al., 2012; Cortes-Morales et al., 2019; Garcia-Hernandez et al.,
2019; Zarza-Albarran et al., 2020).

El fraccionamiento de Ab-FAcCOEt dio como resultado la obtencion de seis
fracciones con una inhibicion méas potente que la fraccién original. Con base en
las CLso (Cuadro 4), las fracciones AbR12 (CLso = 640 mg mL™?) y AbR13 (CLso
=650 mg mL) mostraron una inhibicién similar y fueron dos veces mas efectivas
que Ab-FACOEt. El andlisis por HPLC-PDA de la fraccion AbR12 permitid la
identificacion de &cido ferdlico y una cumarina como compuestos principales
(Figura 14A). Mientras que, en la fraccion AbR13 se identificaron &cido ferulico,
acido p-cumarico, luteolina y una cumarina (Figura 14B). Las fracciones AbR14
(CLso= 970 mg mLt) y AbR15 (CLso= 350 mg mL*) mostraron una inhibicion 1.3
y 3.8 veces mas efectivas que Ab-FACOEt. El analisis HPLC-PDA de ambas
fracciones mostré solo dos picos principales pertenecientes al acido p-cumarico
y la flavona luteolina. Las fracciones AbR16 (CLso= 850 mg mLt) y AbR17 (CLso=
970 mg mLt) mostraron una inhibicién 1.5 y 1.3 veces mayor que su fraccién
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original. El andlisis quimico mostr6 que en la fraccion AbR16 comenzd a
aparecer un pico con un espectro de absorcion UV caracteristico de un derivado
de cinamoilo, se identific6 acido p-cumarico en menor proporcion que en la
fraccion anterior y continué apareciendo luteolina. Finalmente, en la fraccion
AbR17 ya no se detectd acido p-cumarico, sino solo el derivado cinamoilo, se
identificé acido cafeico y se continu6 observando la presencia de luteolina. Este
es el primer trabajo cientifico que describe la identificacion del &cido p-cumarico,

acido cafeico, acido ferulico y la flavona luteolina para la especie A. bilimekii.

En un estudio realizado por Klongsiriwet et al. (2015), los autores demostraron
el efecto sinérgico entre los taninos condensados (prodelfinidinas) y la luteolina
contra larvas infectantes de H. contortus. Sin embargo, estudios previos
realizados por este grupo de trabajo, han demostrado que la flavona luteolina
aislada de Prosopis laevigata (Fabaceae) y Brongniartia montalvoana
(Fabaceae) no presenta actividad ovicida contra H. contortus (Delgado-Nuries et
al., 2020; Cortes-Morales et al., 2022). De hecho, la actividad ovicida observada
por Cortes-Morales et al. (2022) se atribuyo a los derivados cumarinicos y a los

acidos hidroxicinamicos tal como el acido ferdlico y el acido p-cumarico.

CONCLUSION

En conclusion, el extracto hidroalcohdlico y fraccion de acetato de etilo obtenido
de partes aéreas de A. bilimekii contiene acidos hidroxicinamicos con capacidad
de interrumpir el ciclo de vida del parasito hemat6fago H. contortus a nivel de
inhibiciébn de la eclosién de huevos. El acido p-cuméarico fue el principal
compuesto en las fracciones con mayor actividad ovicida. Seran necesarios
futuros estudios para explorar la actividad larvicida in vitro y la actividad
antihelmintica in vivo del extracto hidroalcohdlico, fracciones y compuestos

aislados de A. bilimekii.
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ANEXOS
Anexo 1. Ejemplar colectado (Acacia bilimekii) con nimero de herbario 39818
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Anexo 2. Cromatograma de HPLC del extracto hidroalcohélico (AbHA) a 350
nm
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Anexo 3. Cromatograma de HPLC de la fraccion de acetato de etilo (AbFACOEt)

a 330 nm y sus espectros de absorcién UV
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Licenciado en Biologia: C. Eduardo Armenta Estefania, matricula: 10018331 con la modalidad Tesis
Profesional por Etapas (ART. 26°) con el titulo del trabajo: ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA DE Acacia
bilimekii (FABACEAE) MACBRIDE SOBRE Haemonchus contortus Rudolphi.

En calidad de miembro de la comisién revisora, expreso la siguiente decision:

Voto a favor: X

Voto en contra:

Necesita arreglar o eliminar algo:

Comentarios:

Firma
Dra. Ofelia Sotelo Caro
M. en C. Humberto Flores Bustamante
Dr. David Osvaldo Salinas Sanchez
Bidl. Cinthia Lizbeth Segura Marquez
Ing. Jorge Aurelio Manzo Espin
Dr. Manasés Gonzalez Cortazar
Dr. Agustin Olmedo Juarez
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

| presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es vélido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

CINTHIA LIZBETH SEGURA MARQUEZ | Fecha:2024-06-04 20:56:32 | FIRMANTE
SIHNS28GyRhBRYyGnvO3cdWL0119gMPdGi6db3x5PRTIs8JOjTfd5HIZ2bu8rXYISpglmCxYWhb8ylY8nZCsf8SKcjy9PscUeB4hkprxhfQ20MNN6r2wliW/k30iW6GLIX/OVUGdcgBg4
OOfBHqca6NpGhf+pVj1KaRW4N/qVsB296+N6HT8T91j2B+TQFHO8e+1wMWc/EVP45G1XbTxunMWKQT89fXUq5xhA204uwmP6BhOzLIHTVUP7W59+vVDiQ7bNuFYOP+ZY?2
80sILT1wdxWSvaxDR2IHT2CuaYcNgGCeHvINNa8gZNa9n5FJYEyNVrYJ+Glosl2/WgWCBgVRjg==

DAVID OSVALDO SALINAS SANCHEZ | Fecha:2024-06-04 21:10:15 | FIRMANTE
TVgHTaCif7taalaGwvgxFEqIN6bm60vQQKIM8KJI6+90ztZoQHapUzM5Iw9IxU8XxBPMJI2cQwCkgINt0jém4AbjFa9k08tvmohd2dh7SQguvalNexazYUw92Dgiw6pKedOw7RK7/fEV
GIqRoONZFbTNgz1mmCoxz2bcLLB71NA14XtkGrHISQONmDGD873LCCYriw2U+aBTrQgYkxE/B6INAvQrxyt4dMO5RQyYY2Cp4GO7tPECYVtHBPcSCLgnvX+2B4HdcDIO7kOXx8)
IPV6cSnoev+FZ5MSxj/FXtamA93jhY6q5YY0bpWJI1HNnwqfIWFpFziGUCKOYfLIZELOUASYVW2A==

HUMBERTO FLORES BUSTAMANTE | Fecha:2024-06-04 21:48:07 | FIRMANTE
pmM5cRrmy1MVjotltwygWpJuGH+nFtaRXm8AANKibYG47viM2H87hcaMhSkYtoU1m8tindMWIMAmM79d1C77nEXoWOLKf2k+07prCBLPa78eKhm17WNNeVGBOEDYmMRE9XJd
1jCo5ytJUoFxRA/0J2R8YePxNGA97tgVG6CFipHIBmMRD78n0/ql0rLBkptDyhkHjUNZON80oBLTD283TZq8lys+kbXAwjE5kO/Z4lge 7bylV4IQVUalYekstObyPtPdZMEggz8N/WchEZ
w5m82HM4uEvhpRIhh8XeY9QI5IrzZUPMkWszlYNJj8QpgKvseAGv+8up3wmhVHYvQiv4xfudw==

OFELIA SOTELO CARO | Fecha:2024-06-05 08:56:29 | FIRMANTE

YSnczaG2S9+70ZFU3hKieynflez1QjHsyiIEQ2MW6SFQOWalL jgLE/molZZ8Grg7Wwi2ViCHigaPjKfkgaWeMNosqg/qnilJpODpJBY 1FAQRsuXwlucbyloBOXHIQFDBFhY1QfOzMyt
ckngwmhMHIYf24VMLmpCUwQrgKgb6e6oWskDrb3JkB3hjyjMrL2m+XKVxzoT544n03N9z/ArAPU7I6mfp7yJsjsgneCWgekeyCw8AgY T32R/FAcPX9XipigEWYGRAS5PVhGD/Ow
3k8zLe7w5/KTWAJRMInfTbKRaHABT6s0nX+haizjRCcmeVs3p21Cge5dSXUb6p0bfFXx00A==

JORGE AURELIO MANZO ESPIN | Fecha:2024-06-05 10:47:38 | FIRMANTE
DRDroWoSJnll1ssyp6RZD3YUX1R09GQJqgrbfTgBhFkoCnul7c1kEKVGOIN3xQ4blfZ9w/gmpzGgmN9IRVRNI3rZ9eXaakiCAYVe5NI+kcZgi2lwm38s1UeNnZ57VvPKnIHWORtQ3v
5RE7BDYRNkj3L95hUy+Op71NEOTYNkbO8N]jIM81rz6lpxyPrY/fGsSHCxoMTeO3HQmLuqS4dIgwELOVIVIHNAAIPez40VCWZwq39BuVDHp0891DCvCIG45tpNHWgPNP7f9CVM
3xdmXJ/9BwxT4x4KPjBSd31y8XK3jmW6jwJE4zgCPCUNII46Y7gcizCPesPOeibflwPheTGcA==

AGUSTIN OLMEDO JUAREZ | Fecha:2024-06-05 11:43:00 | FIRMANTE
PzaaRw7hvzZ9UbNHaDCVYCHERwWOGC50h1wL89izv7J9Nk4vybn5iD71ev/B7WIFnjNT+IIJwShomHZYmflk WIAoK+8BL+kKUgkZW3hLEjwsKV/8gQJ86p0ZIAesBug3/FPdfrOfLJ
xrlycA8Vqg71gndOf3JAPCj/PT2krzft7YzsloLUCIANVR7h/VRNAJPINZ4SX/UgQd4y+74dIG 7vdZRud16 7nhFewZ ESWIvdaCKjuw9 TddyM2UgU9QvG X+3UhJ9IKp+yQssrKDcdPWzw
0k3FnNXCZU8diJ0/LcOzKTJqstv5+F824BSgBEVV Xtiavuf5qgGAcTISFKnY +Ysl6Sg==

MANASES GONZALEZ CORTAZAR | Fecha:2024-06-05 12:52:59 | FIRMANTE

UEVppT2Qc5skrGMEWuUCHsSxwWJGV/71xU6qy TwSzHOWA3jMTrRpujheQqkTwC3rQcj8Kn2w7DwWvTEEB7AtPGds2k1UvMxZLy+JumgL7drmfgLH9hIKea5K7TZjvnadsqe9m8xCQu
3DZQa70L7LGk8yUFkDYIljeAAC5Ctyl25av6pA03Tqtc3R5BMWWRSDEVPDZC1G+b40IdFJ4IsA+evABNQNvICqv+saEjx2yvt0JGbigPNIPIbBRhnbMywftuRrWtTTdVr+etNzuZz+h
PeAHRgZSpBQn+paN+5xptnvCSNe+be3VsxUGchAylocsUzjr/rlv3ETAmifaMmzZ9hPaNUg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electronica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

1vK20qlkc
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/I4Tn9QvVBURgQZOKnFKwwQnsHEtb55Lzu
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