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RESUMEN

La crianza de conejos o cunicultura es una de las actividades primarias que forman
parte de la ganaderia, generando un conjunto de bienes de origen animal para la obtencion
de productos de uso alimentario o industrial. En México se ha impulsado esta actividad
desarrolldndose principalmente en estados como Puebla, Tlaxcala, Morelos, Michoacéan,
Guanajuato, Jalisco y Estado de México como productores de conejo, teniendo la
produccibn de carne como primer proposito (SADER, 2016), en donde emplean
principalmente razas Nueva Zelanda, California, Chinchilla, y cruzas entre ellas (Macias-
Fonseca et al., 2021).

La cunicultura comunmente es implementada como una actividad de productividad
familiar a pequefia escala o de traspatio, ya que ofrece beneficios y ventajas tales como el
practico manejo de la especie, el breve tiempo para la recuperacion de inversiones, la
reduccion del espacio necesario y la simpleza de las instalaciones, caracteristicas que
hacen de esta actividad sea una alternativa para abatir indices de pobreza y para la
generacion de empleos en zonas rurales y suburbios en el pais (SADER, 2015). Ademas de
los usos alimenticios y comerciales, el conejo es utilizado como animal de compafia y
modelo animal en investigacién biomédica facilitando el conocimiento de la fisiologia y la
homeostasis, asi como la prevencion, diagndstico y tratamiento de patologias (Moctezuma
& Linares, 2020). El estudio de esta especie permite comprender el desarrollo y propagacion
de enfermedades que puedan provocar un desequilibrio en la salud y bienestar, causadas
por multiples factores de tipo nutricionales, ambientales o genéticos, asi como también
enfermedades internas o0 externas causadas por agentes parasitos como bacterias,
protozoarios, virus, helmintos, hongos y acaros, los cuales pueden reducir su productividad
y pérdidas econémicas (Ghany, 2021), ayudando a proponer alternativas naturales para su

mejoramiento.



ABSTRACT

Rabbit breeding or rabbit farming is one of the primary activities that are part of animal
husbandry, generating a set of goods of animal origin to obtain products for food or industrial
use. In Mexico, this activity has been promoted, developing mainly in states such as Puebla,
Tlaxcala, Morelos, Michoacidn, Guanajuato, Jalisco and Estado de México as rabbit
producers, with meat production as their primary purpose (SADER, 2016), where they mainly
use New Zealand, California, Chinchilla breeds, and crosses between them (Macias-
Fonseca et al., 2021).

Rabbit farming is commonly implemented as a small-scale family or backyard
productivity activity, since it offers benefits and advantages such as the practical
management of the species, the short time for investment recovery, the reduction of the
necessary space and the simplicity of the facilities, characteristics that make this activity an
alternative to reduce poverty rates and generate employment in rural areas and suburbs in
the country (SADER, 2015). In addition to food and commercial uses, the rabbit is used as a
companion animal and animal model in biomedical research, facilitating knowledge of
physiology and homeostasis, as well as the prevention, diagnosis and treatment of
pathologies (Moctezuma & Linares, 2020). The study of this species allows understanding
the development and spread of diseases that can cause an imbalance in health and welfare,
caused by multiple factors of nutritional, environmental or genetic type, as well as internal or
external diseases caused by parasitic agents such as bacteria, protozoa, viruses, helminths,
fungi and mites, which can reduce their productivity and economic losses, (Ghany, 2021)

helping to propose natural alternatives for their improvement.



EXPERIMENTO 1
Influencia de la ovariectomia sobre la infeccidn por el acaro Psoroptes cuniculi en
conejas (Oryctolagus cuniculus)

La fisiologia del conejo es de suma importancia, pues de eso depende su capacidad
reproductiva. Las conejas son mamiferos con caracteristicas reproductivas diferentes a
otras especies, ya que presentan una ovulacion inducida, lo que significa que ovulan solo
en respuesta de un estimulo fisico u hormonal (Flores-Pérez et al., 2005). La reproduccién
es un proceso que esta regulado por el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario el cual regula la
actividad hormonal en la edad reproductiva. En el hipotdlamo se sintetizan, producen y
liberan hormonas gonadotropinas (GnRH) de forma pulsatil, que estimulan a la hipo&fisis
(adenohipofisis) para que libere la hormona foliculo estimulante (FSH) que favorece el
desarrollo folicular aumentando los niveles hormonales de estrégenos, responsables del
comportamiento y la receptividad sexual de la hembra. La hormona luteinizante (LH)
desencadena la ruptura de los foliculos maduros, liberando évulos en el proceso llamado
ovulacién; este proceso a su vez llevara a la formacion del cuerpo lateo, productor de
progesterona (Pacheco, 2010). En la coneja, el aumento de progesterona modifica
drasticamente los comportamientos de lordosis y de frotamiento del mentdn (chinning)
(Gonzalez-Mariscal et al.1994) y es necesaria para el mantenimiento de la gestacién, en
cambio la atresia folicular en un fenébmeno que consiste en la pérdida o eliminacién de la
mayoria de los ovocitos antes de llegar a la ovulacion, se encuentran factores reguladores
locales como hormonas esteroides sexuales, factores de crecimiento, citocinas, FSH Y LH
(Asselin et al., 2000).

Las hormonas ovaricas no solo tienen una importancia significativa en el ciclo
reproductivo y el comportamiento sexual en las hembras, también estan relacionados con
una variedad de funciones en el sistema nervioso central como el aprendizaje, memoria,

habilidades motoras, regulacion de la temperatura y estados de &nimo (Nilsson & Gustasen,



2002), ya que participan en procesos de sefializacion y diferenciacion a través de receptores
estrogénicos alfa y beta (Kao et al., 2018), también modifican comportamientos que alteran
la susceptibilidad o la resistencia a infecciones.

El sistema enddcrino interactlia a su vez con los sistemas nerviosos e inmunoldgico
a través de interacciones bioquimicas, en donde las hormonas, neuropéptidos, citoquinas y
quimiocinas modulan la informacién de manera bidireccional entre los distintos sistemas
formando una vasta red, que, al compartir ligandos y receptores comunes, el organismo
utiliza varias vias para regular una misma funcion (Hernandez-Bello et al., 2010). Por otra
parte, las evidencias nos indican que las hormonas sexuales tienen una influencia en el
desarrollo y en el curso de las infecciones parasitarias (Romano et al.,, 2015).
Especificamente, las hormonas ovaricas pueden tener una funcién protectora y moduladora
ante algunas infecciones parasitarias; sin embargo, la susceptibilidad de una infeccién
parasitaria en un ambiente estrogénico puede variar dependiendo de la biologia del parasito
y la del hospedero, y de esto puede depender el desarrollo del parasito y la conducta que
pueda modificarse en el hospedero.

Por ejemplo, en la leishmaniasis por Leishmania mexicana hay un aumento de la
transcripcion del ARNm de IFNg dependiente de estrogenos (Roberts et al., 1996); por otra
parte, en Mus musculus infectados con Giardia muris las hembras tienen tasas de infeccion
mas bajas y mayor produccion de anticuerpos que los machos, lo que sugiere una ventaja
funcional para la inmunidad humoral elevada en hembras. Esta ventaja se atribuyé de
manera tedrica a las hormonas sexuales, por lo que se propuso como modelo fisiologico la
extirpacion quirtrgica de los ovarios (ovariectomia), con el fin de observar cambios y
alteraciones en el comportamiento de un individuo, encontrando que la eliminacién de las
hormonas ovéricas mediante la ovariectomia puede estimular la respuesta inmune mediada
por células, asi como alterar o deprimir la estructura de los tejidos inmunol6gicos

relacionados (Grossman,1984).



En los ultimos afios se han reportado estudios en donde el conejo como especie
doméstica, puede albergar parasitos que modifican las conductas naturales y reproductivas,
desarrollando enfermedades clinicas. Estd demostrado que Encephalitozoon cuniculi
provoca una enfermedad grave en el conejo doméstico provocando una serie de
alteraciones histopatoldgicas (Kunzel & Joachim, 2010), en un trabajo de investigacion sobre
la infeccién por T. pisiformis en conejos obesos disminuyé el peso corporal, el peso en
higado fue un 20% mayor, demostrando que T. pisiformis altera las caracteristicas
metabdlicas en conejos, lo que puede impactar en la produccién y el bienestar de los
animales (Arias-Hernandez et al., 2010).

Otro ejemplo de ello es la parasitosis causada por T. pisiformis que altera el
comportamiento disminuyendo la actividad locomotora, la conducta exploratoria y el
acicalamiento. También se altera la prolificidad en conejas infectadas al reducir la cantidad
de gazapos, y se encuentran hembras infectadas con mayor frecuencia que machos,
concluyendo que esta parasitosis esta asociada al sexo. También, las hembras presentan
mayor carga parasitaria cuando estan gestantes, por lo que la parasitosis se relaciona con
la etapa fisiolégica de las hembras dependiente del ambiente hormonal, y reportando
también el hallazgo de metacéstodos en la region ovarica (Dominguez-Roldan, 2019).

En conejos infectados experimentalmente con Psoroptes cuniculi se observé una
disminucion en el comportamiento de la actividad locomotora y frotamiento del mentén, y la
infestacion cronica se asocid a una disminucion en la ingesta de alimentos, pérdida de peso
y aumento en los niveles de cortisol sérico (Hallal-Calleros et al., 2019). En otro estudio con
conejos adultos machos, la infeccién con P. cuniculi induce un impacto en las conductas
individual y sexual en animales sumisos presentando mayor susceptibilidad al desarrollo de
la sarna psordptica que los animales dominantes (tesis de Maestria Gonzales-Chéavez,

2021).



Psoroptes cuniculi es un acaro ectoparasito comun en granjas cunicolas, causando
una infeccion dermatolégica manifestada en el pabell6on auricular de los conejos, la cual
provoca problemas en el equilibrio del animal produciendo dafios graves tanto a nivel de
salud, bienestar y rendimiento en la produccién. Cuando los acaros penetran en el pabellén
auricular, se multiplican ejerciendo una accién traumatica, alimentdndose de células de
descamacion, linfa, y liquido intersticial, lo que origina una reaccion inflamatoria de las vias
auditivas con infiltraciones serosas celulares, produccién de nodulos, vesiculas y costras
estratificadas de color parduzco, asi como masas de secrecién amarillenta, grasosas y
fétidas, con complicaciones por infecciones bacterianas secundarias. Algunos signos
clinicos son prurito, contracciones de cabeza, rascado frecuente, y en la oreja se observan
lesiones y costras que van avanzando del interior del pabellén auricular hacia el exterior,
llegando a establecerse en toda la oreja (Respaldiza, 1995).

Hasta el momento no se han encontrado estudios que reporten la influencia de las
hormonas ovaricas sobre la infeccion de P. cuniculi en conejas domésticas, por lo que este
estudio se enfocd en evaluar el efecto de la ovariectomia sobre la susceptibilidad a la
infeccion por Psoroptes cuniculi (grado de infeccién) y sobre las alteraciones conductuales

en conejas.



JUSTIFICACION
Considerando la informacion reportada en diversos estudios de investigacion, se ha
demostrado que la infeccion por el acaro Psoroptes cuniculi modifica las conductas en los
conejos. Se propone investigar si la presencia o ausencia de hormonas ovaricas influye en
la susceptibilidad a la infeccién causada por el acaro Psoroptes cuniculi en conejas intactas
u ovariectomizadas, y si éstas influyen en las conductas individuales (locomotora,

exploratoria, frotamiento del mentén, miccion, defecacién y acicalamiento).

HIPOTESIS
Las hormonas ovaricas influyen en el grado de infeccién por Psoroptes cuniculiy en
las conductas individuales (locomotora, exploratoria, miccion, defecacion y acicalamiento)

en conejas.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de las hormonas ovaricas sobre la susceptibilidad a la infeccién por
Psoroptes cuniculi (grado de infeccién) y las alteraciones conductuales en conejas

domeésticas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Cuantificar el grado de una infeccion experimental por Psoroptes cuniculi en conejas
ovariectomizadas y en conejas intactas.
Evaluar las conductas individuales de locomocion, exploratoria, miccion, defecacion y
acicalamiento en conejas infectadas con Psoroptes cuniculi mediante la prueba de campo

abierto en conejas ovariectomizadas e intactas infectadas.



Cuantificar los niveles de estradiol sérico en conejas ovariectomizadas e intactas infectadas.
Evaluar la relacion entre el grado de infeccion y el grado de afectacion en las conductas
individuales.

Evaluar la relacién entre los niveles de estradiol y el grado de infeccion.

Analizar el peso corporal y peso de érganos (glandulas de chinning, higado y bazo) en

conejas ovariectomizadas e intactas infectadas.



MATERIALES Y METODOS

Consideraciones éticas

Los animales utilizados fueron tratados bajo los criterios de la NOM-062-Z0O0-1999
“Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio”,
legislacion vigente en materia de bienestar y experimentacion, y en concordancia con las
normas de bienestar animal internacionales (Percie du Sert et al., 2020). Fue evaluado y
aprobado por el Comité Interno de Bioética en Animales de Experimentacion (CIBIOAE),
con numero de folio 2023-12.

Grupos experimentales

Se utilizaron 16 conejas adultas, cruzas de raza Nueva Zelanda, Mariposa y Rex. Ocho
conejas ovariectomizadas y ocho conejas intactas con un peso inicial de 3.2+0.08 kg, que
permanecieron en condiciones convencionales de granja, alojadas en jaulas individuales de

60X90X40 cm, alimentadas con 180 g de una dieta comercial balanceada Malta-Cleyton®

(15 % proteina, 2 % grasa, 12 % humedad, 10 % ceniza, 17 % fibra, 44 % de ELN) y agua
a libre demanda mediante bebederos autométicos.

Las conejas fueron asignadas aleatoriamente en dos grupos:

Grupo 1 (n=8): conejas ovariectomizadas e infectadas

Grupo 2 (n=8): conejas intactas e infectadas

Ovariectomias (Ovx)

Las Ovx de las conejas del grupo correspondiente se llevaron a cabo por veterinarios
expertos. Las ocho conejas se mantuvieron en ayuno de 12 horas previas a la cirugia. Se
suministraron xilacina/ketamina (5/35 mg/kg) via intramuscular, y se monitorearon la
frecuencia cardiaca y respiratoria cada 5 min desde la aplicacion de los anestésicos, hasta
concluir el procedimiento. Se posicioné al animal en decubito dorsal para iniciar el
procedimiento de lavado con jabdn neutro, rasurado y esterilizacion de la zona abdominal

con cloruro de yodo. Después se realiz6 una incision caudal de 5 cm en la linea media



localizando los ovarios, se efectué la hemostasis utilizando una pinza quirdrgica, y la
posterior extraccién de los ovarios. Se cerré el peritoneo, la capa muscular y por ultimo la
piel. Durante tres dias postoperatorios se aplicaron Enrofloxacina y Tramadol (0.5 mg/kg y
0.6 mg/kg IM) via intramuscular.

Infeccion con &caros P. cuniculi

Los &caros P. cuniculi se obtuvieron de conejos naturalmente infectados con previa sedacion
via intramuscular con xilacina/ketamina (5 mg/kg y 35 mg/kg. Se realiz6 mediante la
obtencion de costras del pabellén y canal auditivo, colocando las costras con acaros en
tubos de 50 ml, manteniéndose a una temperatura de 28+2° C durante 15 min para estimular
la migracion espontanea de los acaros fuera de las costras. Posteriormente los &caros
fueron identificados usando un microscopio de acuerdo con las caracteristicas morfologicas
de su especie (Bates, 1999).

Para la infestacion se colocaron 300 acaros en un algodon, el algodén se introdujo en el
canal auditivo de la oreja izquierda, la cual posteriormente se envolvié con una gasa estéril
y cinta adhesiva médica enrollando toda la oreja para evitar la caida del algodén, el cual se
retird a las 24 horas (Hallal-Calleros et al., 2013 con modificaciones).

Evaluacién cualitativa del grado de infeccion

El grado de infeccion sé determiné por la presencia de costras y acaros, observando el
pabellon y el conducto auditivo con ayuda de un otoscopio.

Se establecieron los siguientes criterios cualitativos:

Ausencia de costras y acaros= 0, irritacion en el conducto auditivo sin acaros observados=
0.5, costras o acaros en el canal interno del oido= 1, costras y acaros en menos de Y4 del
canal externo del oido= 2, costras y acaros en 1/4 del area del pabellon= 3, costras y acaros
en 1/2 del area del pabellobn= 4, costras en % de area del pabellon y presencia de &caros=
5, pabelldn repleto de costras y acaros presentes= 6. Las puntuaciones de 1-2 se

consideraron bajas, 3-4 medias y 5-6 altas. La evaluacién se realizé cada semana durante
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los 63 dias del experimento (Dunstand- Guzman et al., 2017).

Prueba de campo abierto

Las conductas se evaluaron mediante la prueba de campo abierto, que consistié en una
arena de 1.20x1.20 m dividida en 9 cuadrantes iguales, rodeados por rejillas metélicas de
70 cm de alto. En esta arena se colocaron tres ladrillos en el cuadrante superior izquierdo y
se observo a cada coneja durante 7 minutos. Esta prueba se llevd a cabo tres veces por
semana de 9 a 12 de la mafiana, durante 63 dias con el siguiente etograma: actividad
locomotora; que se consideré como el nimero de veces que la coneja pas6é ambas patas
delanteras de un cuadrante a otro; la actividad exploratoria fue el nUmero de veces que el
conejo se levant6 en el tren posterior; frotamiento del mentén (chinning) fue el nimero de
veces que el conejo frotdé el mentdn en alguno de los ladrillos; miccion y defecacion, fue el
namero de veces que el conejo orin6 o defeco sobre cualquier cuadrante; acicalamiento que
fue el numero de veces que el conejo limpiaba cualquier parte de su cuerpo (Hallal-Calleros
et al., 2013).

Necropsia

El dia 63 post-infeccién se realiz6 el sacrificio humanitario de los dos grupos de conejas por
personal capacitado y experimentado, mediante una dosis letal de pentobarbital sédico por
via intracardiaca (100 mg/kg), previa anestesia con xilacina/ketamina (5 mg/ kg y 35 mg/kg)
de acuerdo con la NOM-062-Z00-1999.

Evaluacion cuantitativa del grado de infeccién

Esté procedimiento se realiz6 posterior al sacrificio. Se retir6 la oreja izquierda de cada
coneja, se extendio para determinar el &rea lesionada del pabell6n auricular con ayuda de
una pelicula de acetato transparente (15 x 8 cm) marcada con una cuadricula de 1 cm?

(Dunstand-Guzmén et al., 2017, con modificaciones).
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Organometria

Posterior al sacrificio, cada coneja se colocd en decubito dorsal, cortando la piel a lo largo
de la linea media desde la unién de la mandibula hasta el recto y levantando la piel con
pinzas quirdrgicas, se localizaron los 6rganos higado, bazo y glandulas submandibulares
izquierda y derecha (Morales—Bricefio et al., 2018), se disectaron y se pesaron con una
balanza analitica (Mejia et al., 2015).

Estradiol sérico

Para la determinacion de estradiol sérico al inicio del experimento, se indujo la sincronizacion
de ambos grupos. Dos semanas después de las Ovx, a ambos grupos de conejas (intactas
y ovariectomizadas) se les administré 1 mg de propionato de estradiol (FORESTRO®
PARFARM) por via intramuscular durante 5 dias (Hudson, 1990). Se obtuvo una muestra
sanguinea de cada coneja por puncion cardiaca, se separé el suero mediante centrifugaciéon
a 3,000 rpm por 15 minutos y se conservé a -20° C hasta su andlisis. Para la obtencién de
la sangre, las conejas fueron previamente anestesiadas, suministrado por via intramuscular
xilacina/ketamina (5 mg/kg y 35 mg/kg). Se utilizaron jeringas con agujas largas de 5 ml. Se
inicié introduciendo la jeringa en el esterndn del animal, hasta llegar a las vibraciones del
corazoén, aspirando el flujo masivo de sangre.

También, al final del experimento, inmediatamente después del sacrificio, se obtuvo una
muestra de sangre de cada coneja (dia 63 post infeccion), el suero se recolecto y se
conservo a -20° C para su andlisis.

Para determinar las concentraciones séricas de estradiol se utilizé6 un kit comercial de
inmunoanalisis quimioluminiscente de microparticulas (CMIA), Alinity i de Abott, y el
analizador ARCHITECT i1000SR.

Andlisis estadistico

Para las diferencias entre grupos con distribucién normal, se realiz6 un ANOVA. Cuando los

grupos no siguieron una distribucién normal, se efectud un andlisis Mann-Whitney. Para las
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variables medidas a través del tiempo, se usé una prueba ANOVA de medidas repetidas.
Para el andlisis de todas las variables evaluadas se utiliz6 el programa Graphpad Prism

8.0.1, considerando valores significativos cuando P<0.05 (Bate & Clark, 2014).
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RESULTADOS

Evaluacién cualitativa de las lesiones causadas por la infeccion experimental con
Psoroptes cuniculi durante 63 dias

Al dia 7 posterior a la infeccion con el &caro Psoroptes cuniculi, ambos grupos mostraron dos
categorias; ausente: en el grupo intactas presentaron el 40% (2/5) y las Ovx 50% (4/8), sin
diferencia entre ambos grupos. En la categoria baja, el grupo intactas 60% (3/5) y el grupo de
las Ovx 50% (4/8), no se obtuvo significancia estadistica entre los dos grupos (P >0.20) (Figura
1a). Al dia 14 post infeccién el 20% del grupo intactas presento la categoria ausente (1/5) y el
grupo de las Ovx 13% (1/8), no presentaron diferencia significativa entre ambos grupos, sin
embargo, en la categoria baja, el grupo intactas presenté 80% (4/5) y el grupo Ovx mostré un
87% (7/8) (P>0.17) (Figura 1b). El dia 21, el 80% del grupo de conejas intactas presento
categoria baja (4/5) y el grupo de Ovx el 100% (8/8) (***P<0.0001), en la categoria media, el
grupo de intactas mostré el 20% (1/5) versus el grupo Ovx (0/8) (Fig. 1c). Al dia 28 post infeccion
el 60% de las conejas del grupo intactas se observo categoria baja (3/5) con el 13% en el grupo
de Ovx (1/8), mientras que, en la categoria media, el grupo intactas presentd6 40% (2/5) en
comparacion al grupo Ovx con el 87% (7/8) presentando diferencias significativas asociadas
(***P<0.0001, Fig. 1d). Al dia 35, el 60% del grupo intactas presento categoria baja (3/5) y el
grupo Ovx 63% (5/8), en la categoria media el grupo de intactas mostr6 el 40% (2/5) y el grupo

Ovx el 37% (3/8), sin diferencia entre los grupos (P>0.77, Fig. 1e).
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Figura 1. Porcentaje de grados de infeccion obtenido mediante evaluacion cualitativa en

conejas intactas u ovariectomizadas infectadas con Psoroptes cuniculi a los 7 (a), 14 (b), 21 (c),

28 (d), 35 (e), 42 (f), 49 (g) y 56 (h) dias post-infeccién; mediatEE; Prueba exacta de Fisher.
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El dia 42, un 60% de las conejas intactas presentaron categoria baja (3/5) y un 50% en el
grupo Ovx (4/8), en la categoria media el grupo intactas mostré un 40% (2/5) en comparacion
con un 50% (4/8) del grupo Ovx, se determind que las categorias no presentaron asociacion
(P>0.20, Fig. 1f). En el dia 49, el resultado fue similar al dia 42 en ambos grupos de conejas
(P>0.20, Fig. 1g). Al dia 56 se observaron cambios significativos en la categoria baja; en el grupo
de conejas intactas mostré un 60% (3/5) versus el grupo Ovx con 25% (2/8); y en la categoria
media, el grupo de intactas presenté 40% (2/5) y el grupo Ovx 75% (6/8) (***P<0.0001, Fig. 1h).
En el dia 63, en la categoria bajo, el grupo de conejas intactas presento diferencias significativas
con el 60% (3/5) en comparacion con el grupo de Ovx 12% (1/8), mientras que en el categoria
medio el grupo de intactas presentd una disminucion en la categoria con el 40% (2/5) versus el
grupo Ovx 88% (7/8) (***P<0.0001, Fig. 2a). Durante el tiempo de infeccién (Fig. 2b) se observo
una tendencia de un mayor grado de infeccion a partir del dia 42 post-infeccién en el grupo de
las conejas ovariectomizadas, que se incrementd paulatinamente hasta el dia 63, en donde
observé un grado de infeccion media en el 87% que en las conejas intactas (***P<0.0001, Fig.

2c y d).
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Fisher. Evaluacion cualitativa del grado de infeccion a través del tiempo durante 63 dias post-
infeccion (b), mediatEE, (***P<0.0001), ANOVA de medidas repetidas. Imagen representativas
del area de la lesion causada por Psoroptes cuniculi en conejas ovariectomizadas (c) y conejas

intactas (d) a los 63 dias post-infeccion.
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Evaluacion cuantitativa de las lesiones causadas por la infeccién experimental con
Psoroptes cuniculi evaluadas post mortem alos 63 dias post infeccion.

La evaluacién de la infeccion en los dos grupos de conejas infectadas con el &caro
P. cuniculi arrojé que el grupo de conejas intactas present6 un area de lesibn menor que el
grupo de conejas ovariectomizadas, que presentaron 66.66 % mas de extension de la lesién

(**P<0.0098, Fig. 3a).
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Figura 3. Evaluacion cuantitativa del &rea de la lesion en conejas infectadas con Psoroptes
cuniculi al dia 63 post-infeccién (a), mediatEE,(**P<0.0098), Prueba t de Student. Imagenes
representativas del &area de la lesidn causada por Psoroptes cuniculi en conejas

ovariectomizadas (b) y conejas intactas (c).
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Evaluacidn de la conducta individual mediante la prueba de campo abierto

Al analizar la conducta locomotora individual durante 63 dias post infeccion con el

acaro P. cuniculi se observd una disminucion de un 6.21% en el grupo de conejas

ovariectomizadas mas infeccion versus el grupo de conejas intactas sin cambios entre

grupos (P>0.52, Fig. 4a). En el analisis a través del tiempo, se observé una interaccion

significativa en el dia 28 (*P<0.04) en el grupo de conejas ovariectomizadas. Sin embargo,

no presentaron efectos significativos entre grupos y a largo del tiempo (P>0.37, P>0.17, Fig.

4b).
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Figura 4. Conducta locomotora total (a) Prueba t de Student; (P>0.52) y a través del tiempo (b)

ANOVA, de medidas repetidas (*P<0.04), en conejas infectadas con Psoroptes cuniculi durante

63 dias post-infeccion; mediazEE.
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En la conducta de frotamiento del menton durante 63 dias post- infeccién con el
acaro P. cuniculi se determiné una disminucion no significativa del 3% en el grupo de conejas
intactas mas infeccidn con respecto al grupo de conejas ovariectomizadas mas infeccion
(P>0.58, Fig.5a), en el andlisis a través del tiempo los resultados mostraron un efecto
significativo (***P<0.0001) en la conducta del frotamiento del mentén a lo largo del tiempo
en ambos grupos. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la interaccion

entre el tiempo y efecto entre las conejas (P>0.95, P>0.22, Fig. 5b).
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Figura 5. Conducta de frotamiento del mentén total (a), Prueba t de Student, (P>0.58, y a través
del tiempo (b), ANOVA de medidas repetidas (***P<0.0001), en conejas infectadas con Psoroptes

cuniculi durante 63 dias post-infeccién; mediatEE.
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En la conducta exploratoria, el grupo de conejas intactas mas infeccion disminuyé
con respecto al grupo de conejas ovariectomizadas un 28.7% (**P<0.004, Fig. 6a); respecto
al andlisis a través del tiempo se observo un efecto significativo en el grupo de conejas
ovariectomizadas versus conejas intactas (**P<0.003), en cambio no hubo efecto
significativo a lo largo del tiempo, ni en la interaccion entre el tiempo y los grupos de conejas

infectadas (P>0.09, P>0.63, y, Fig. 6b).
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Figura 6. Conducta exploratoria total (a), Pruebat de Student (**P<0.004), y a través del tiempo
(b) ANOVA de medidas repetidas (**P<0.003), en conejas infectadas con Psoroptes cuniculi a

los 63 dias post- infeccién; mediat EE.
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En la conducta de acicalamiento en el grupo de conejas ovariectomizadas presento
una disminucién del 22.25% vs el grupo de conejas intactas (P<0.96, Fig. 7a), En el andlisis
a través del tiempo, se observo un efecto significativo en la conducta de acicalamiento a lo
largo del tiempo en ambos grupos de conejas, (**P<0.004), en cambio no se indico
diferencias significativas en conejas intactas y ovariectomizadas (P>0.21), la interaccién

entre el tiempo y los grupos de conejas infectadas (P>0.11, Fig. 7b).
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Figura 7. Conducta de acicalamiento total (a), Prueba t de Student, (*P<0.96), y a través del
tiempo (b), ANOVA de medidas repetidas, (**P<0.004), en conejas infectadas con Psoroptes

cuniculi a los 63 dias post-infeccién; mediatEE.
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En la conducta por miccién se observé que el grupo de conejas ovariectomizadas mas
infeccidn mostré una disminucion significativa del 45.84% con respecto al grupo de conejas
intactas mas infeccion (*P<0.01, Fig. 8a). Los resultados en el analisis a través del tiempo
mostraron una interaccion significativa entre el tiempo y el grupo de conejas
ovariectomizadas (**P<0.005), ademas se observd un efecto significativo a lo largo del
tiempo en ambos grupos de conejas infectadas (*P<0.01), mostrando también un efecto

significativo por grupo (*P<0.01, Fig. 8b).
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Figura 8. Micciones totales (a) Prueba t de Student, (*P<0.01), y a través del tiempo, (b) ANOVA
de medidas repetidas, (**P<0.005 *P<0.01, *P<0.01, en conejas infectadas con Psoroptes

cuniculi a los 63 dias post-infeccién; mediatEE.
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En la frecuencia de defecaciones, se observo una disminucién de un 23% en el grupo
de conejas ovariectomizadas mas infeccidbn en comparacion con el grupo de conejas
intactas (P>0.31 Fig. 9a). Sin embargo, en los analisis a través se mostrd que el efecto del
tiempo sobre la frecuencia de defecaciones fue similar en ambos grupos (P>0.33), no se

observé efecto significativo a lo largo del tiempo (P>0.78), entre grupos de conejas intactas

y ovariectomizadas (P>0.51, Fig. 9b).
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Figura 9. Defecaciones totales (a), Prueba t de Student, (P>0.31), y a través del tiempo (b)

ANOVA de medidas repetidas, (P>0.33, P>0.78 y P>0.51) en conejas infectadas con Psoroptes

cuniculi a los 63 dias post-infeccién; mediatEE.
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Cuantificacion de los niveles de estradiol sérico en conejas ovariectomizadas e
intactas infectadas

Con respecto a los niveles de estradiol en conejas infectadas, en el andlisis a través
del tiempo mostré que en el dia 0 hubo una diferencia significativa entre ambos grupos
(**P<0.005), en el dia 0 las muestras se tomaron después de la aplicacion del propionato de
estradiol y el inicio de la infeccion con P. cuniculi, transcurrido el tiempo de la infeccién el
dia 63 present6 una disminucién del 58.21% de estradiol en el grupo Ovx con respecto al

grupo de intactas, (*P<0.03, Fig. 10).
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Figura 10. Estradiol. Niveles de estradiol, ANOVA de medidas repetidas, (**P<0.005;
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Evaluacion de la relaciéon entre el grado de infeccidon y el grado de afectaciéon en las
conductas individuales
En los analisis seroldgicos de estradiol con relacion a las conductas individuales, en
las conejas intactas se observaron correlaciones inversamente proporcionales en el dia 0 y
63 en las conductas locomotora y exploratoria, mientras que las conducta de chinning,
miccion, defecacién y acicalamiento no presentaron correlacion. El grupo de conejas Ovx
presentaron una correlacién inversamente proporcional en el dia 0 y 63 en la conducta
locomotora, exploratoria, miccion y defecacion; sin embargo, en chinning y acicalamiento se

presentd una relacion directamente proporcional (Cuadro 1).

Conducta Locomotora Intactas r P Intactas Ovxr P Ovx
Dia 0 -0.1447 0.9075 -0.8385 0.3669
Dia 63 -0.6897 0.5154 0.5252 0.648
Conducta Exploratoria Intactas r P Intactas Ovxr P Ovx
Dia 0 -0.3394 0.7795 -0.8386 0.3667
Dia 63 -0.0474 0.9698 -0.2402 0.8456
Conducta Chinning Intactas r P Intactas Ovxr P Ovx
Dia 0 -0.3592 0.7661 0.1373 0.9123
Dia 63 -0.6649 0.5369 -0.6934 0.5122
Conducta Miccion Intactas r P Intactas Ovxr P Ovx
Dia 0 0 0 0 0
Dia 63 -0.724 0.4846 0 0
Conducta Defecacion Intactas r P Intactas Ovxr P Ovx
Dia 0 0 0 0 0
Dia 63 0 0 0 0
Conducta Acicalamiento  Intactasr P Intactas Ovxr P Ovx
Dia 0 0 0 0.7892 0.421
Dia 63 0 0 0.9707 0.1544
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Cuadro 1. Correlacién entre los niveles de estradiol y las conductas individuales los dias 0

y 63 en conejas infectadas con Psoroptes cuniculi. Prueba de Pearson.

Evaluacién de larelacion entre los niveles de estradiol y el grado de infeccion

Con relacién al grado de infeccion cuantitativo y los niveles de estradiol en el dia 0y
63 el grupo de conejas intactas presentd una correlacion positiva fuerte; con respecto al
grupo de las Ovx, el dia 0 se observd una correlacion positiva débil, al dia 63 se presentd

una correlacion positiva fuerte (Cuadro 2).

Cuadro 2. Correlacion de los niveles de estradiol y el grado de infeccion en conejas

infectadas con Psoroptes cuniculi. Prueba de Pearson.

Grado de Infeccion vs E2 Intactas r P Ovxr P
Dia 0 0.9878 0.0994 0.2676 0.8275
Dia 63 0.9594 0.1821 0.9226 0.2521

Efecto de la infecciébn con P. cuniculi sobre el peso corporal, glandulas
submandibulares, higado y bazo en conejas ovariectomizadas e intactas

Las conejas ovariectomizadas infectadas presentaron una disminucion no
significativa de 9.5 % en el peso corporal (P>0.29) en comparacion con el grupo de las

intactas infectadas (Fig.12).
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Figura 11. Peso corporal total en conejas infectadas con Psoroptes cuniculi a los 63 dias post-

infeccion, (P>0.29), Prueba de t-Student; mediatEE.

Al analizar el peso total de las glandulas submandibulares no se observo diferencias
entre grupos (P>0.69, Fig. 13a). En las glandulas submandibulares obtenidas del lado
izquierdo (P>0.66, Fig. 13b) y derecho (P>0.84, Fig. 13c) de cada animal, sin embargo, no

presentaron diferencias significativas entre grupos.
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Figura 12. Peso total de las glandulas submandibulares (a), (P>0.69), glandula submandibular

izquierda (b), (P>0.66), y glandula submandibular derecha (P>0.84) al dia 63 post-infeccion;

Prueba de t-Student; mediat EE.
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Con respecto al peso hepético en conejas ovariectomizadas se observa una
disminucion significativa de 14.5% vs el grupo de las intactas infectadas (*P<0.03, Fig. 13a).
Respecto al peso del bazo, en el grupo de conejas ovariectomizadas se observa una

disminucion no significativa (P>0.65, Fig. 13b).
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Figura 13. Peso del higado (a) (*P<0.03), y bazo (b) (P>0.65) de conejas infectadas con

Psoroptes cuniculi al dia 63 post-infeccion; Prueba de t-Student; mediatEE.
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DISCUSION

En este estudio se ha demostrado que la disminucion de hormonas sexuales mediante
la gonadectomia puede influir en la respuesta inmunoldgica, ya que el grado de infeccion
experimental con el ectoparasito Psoroptes cuniculi fue diferente en conejas
ovariectomizadas, observandose una mayor susceptibilidad. Este resultado coincide con el
estudio de Sano et al, 1992, en el cual las ratonas infectadas con Paracoccidioides brasiliensis
que tenian niveles mas altos de estrégeno fueron menos susceptibles a la infecciéon que las
hembras infectadas durante otras etapas del ciclo estral en donde expresaban niveles de
estrégeno mas bajos. De igual manera en ratonas infectadas con Trypanosoma cruzi se
demostré que la infeccién provocé 100 % de mortalidad en hembras ovariectomizadas y solo
un 50 % en el grupo de hembras enteras, transcurridos 90 dias post-infeccién (Bello-Gonzales,
2012) y en cerdos gonadectomizados e infectados con P=20.7730Trichinella spp se observo
una mayor carga parasitaria en comparacion con cerdos intactos asociandolo a la edad, sexo,
estado nutricional, hormonal y respuesta inmunoldgica (Reveles-Hernandez, 2011).

Se infiere que la disminucién de estrdgenos produce un impacto en la susceptibilidad
de ciertas infecciones parasitarias a través de efectos directos o indirectos sobre la respuesta
inmune. Se ha reportado que los estrégenos tienen efectos en la regulacion de las
inmunoglobulinas (Wira et al., 1980), en la funcién y el nimero de neutrdfilos, en la produccién
del anidon superéxido y de la mieloperoxidasa, asi como en la estimulacion de citoquinas como
factor de necrosis tumoral (TNFa) e interleucina 6 (IL 6) (Fettke et al., 2014; Avila et al., 2019).

Para realizar la evaluacion de la infecciébn con Psoroptes cuniculi en el pabellén
intrauricular de las conejas utilizamos dos técnicas, la cualitativa y la cuantitativa. La
evaluacién cualitativa (Guillot et al., 1982; Kurade et al., 1996) permitié evaluar las lesiones
provocadas por el acaro a través del tiempo durante los 63 dias que duré la etapa experimental
de manera no invasiva; se observé un mayor grado de infeccion en las conejas ovx, con un

85.5% en comparacion con las conejas intactas. En la evaluacion cuantitativa se observé que
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el grupo de conejas intactas presentd un area de lesion menor en comparacion con el grupo
de conejas Ovx que present6 un area de lesion del 66% mayor en comparacion con el grupo
control. De acuerdo con Dunstand-Guzman et al. (2017) esta técnica permite cuantificar de
manera precisa y confiable el &rea auricular dafiada en cm?, sin embargo, esta técnica solo se
puede realizar al sacrificio, ya que se necesita que la oreja se expanda totalmente y para
colocar encima la plantilla cuadriculada en cm?, permitiendo identificar y cuantificar todo el
dafio en el oido medio e interno, a diferencia de la evaluacion cualitativa. Hasta el momento
no existe una evaluacion que permita cuantificar la cantidad exacta de acaros presentes en la
oreja de un hospedero.

En el presente estudio se observé que la actividad exploratoria disminuyd un 28.7% en
el grupo de conejas Ovx con relacién al grupo de conejas que poseian ovarios, lo que permite
proponer que las hormonas ovéricas favorecen la actividad exploratoria. De acuerdo con un
estudio (Webster, 1994) en donde la infeccion fue causada por el endoparasito T. gondii, se
observaron mayores niveles de actividad en el comportamiento de los roedores. De acuerdo
con Bohn et al. (2017) reportd que en ardillas listadas (Tamias minimus) con mas actividad
exploratoria albergaron una mayor abundancia de ectoparasitos (pulgas, acaros y piojos)
Eumolpianus spp, Ceratophyllus spp, Ctenophthalmus spp, en comparacion con individuos
menos exploradores, la exploracién como factor en la dinamica huésped-parasito y puede ser
una correlacion conductual importante en la adquisicion del pardsito. Se infiere que el
aumento de la actividad exploratoria en algunos hospederos es provocado por el parasito
COmMOo un mecanismo para optimizar su transmision a otros huéspedes.

En la actividad de micciones, el grupo de conejas Ovx presenté una disminucion del
45 % en el nimero de micciones en comparacion con el grupo de conejas intactas infectadas;
Onal et al., 2007 indican que la Ovx induce reducciones en el flujo sanguineo e hipoxia,
provocando dafios en los compartimentos mucosos del musculo de la vejiga, generando

especies reactivas de oxigenos, con una cantidad mayor de actividad de superéxido
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dismutasa, lo que indica estrés oxidativo en tracto urinario; también, Gémez—Ayala, 2010
indico que los sindromes de urgencia—frecuencia miccional estan relacionados con la atrofia
urogenital a la disminucion de la produccion estrogénica, lo que implica la pérdida del control
voluntario de la miccidn, el tracto urinario y genital femenino son estructuras sensibles a la
accion de hormonas sexuales femeninas y se ha demostrado la existencia de receptores de
estrégenos y progestagenos en la vagina, en la vejiga, en la uretra y en la musculatura del
suelo pélvico.

En el efecto de la infeccién por P. cuniculi con respecto al peso del higado, en este
estudio se observo una disminucion del 14.5% en el grupo de conejas ovariectomizadas vs el
grupo de las intactas. El proceso inflamatorio se manifiesta como parte de la respuesta
inmunolégica del organismo cuando existe un dafio tisular que puede ser causado por
infecciones bacterianas, virales, parasitarias o trastornos metabdlicos pueden alterar el
tamafio del higado. Asimismo, la Ovx conduce a una insuficiencia de estrégenos la cual refleja
una variacion de los parametros antioxidantes y oxidativos en higados de ratas (Kankofer et
al., 2007), ademas de gue los receptores de estrégeno que se encuentran en el higado ayudan
a los hepatocitos a proliferar y diferenciarse promoviendo la regeneracion hepética en ratones
ERa-KO o ERB-KO vs ratones de tipo salvaje (Kao et al., 2018).

En la cuantificacion de los niveles hormonales, el grupo Ovx tuvo una disminucion del
58.21% en los niveles de estradiol, lo que se observd con estos resultados es que a menor
concentracion de estradiol hay un mayor aumento en la infeccion con Psoroptes cuniculi.
Segun Faccio et al. (2013), en hembras infectadas con Trypanosoma evansi hay una
disminucion de LH, FSH, estradiol y progesterona en diferentes periodos y fases del ciclo estral
en comparacion con ratas no infectadas, lo que demostré que la infeccion puede provocar
cambios en los niveles hormonales.

En el presente trabajo se infiere que el sistema hormonal ovarico participa en la

regulacién de la infeccién del acaro Psoroptes cuniculi en conejas domésticas, esto se puede
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explicar con las observaciones donde se reporté que en conejos machos infectados con el
acaro, disminuyen las conductas individuales y sexuales (Gonzalez—Chéavez, 2021) lo cual nos
da la premisa de suponer que el grado de infeccidén en las coneja Ovx puede ser un indicativo
de que el acaro P. cuniculi puede ser mas susceptible en un ambiente de testosterona que en
un ambiente estrogénico. Por lo tanto, los parasitos pueden afectar a machos y a hembras de
manera diferente, lo que conlleva a patrones especificos de susceptibilidad a los parasitos por
sexo (Tschirren et al., 2003). Las evidencias han demostrado que las hormonas sexuales
confieren mayor grado de resistencia en términos de reducir la carga parasitaria en ciertas
parasitosis (Klein, 2004), sin embargo esta condicion no es una ley universal ya que en ciertas
parasitosis la testosterona funciona como un escudo en una carga parasitaria y en hembras
tienden a ser mas susceptibles a ciertas infecciones parasitarias, ya que pueden modular una
respuesta inmunoldgica (Alexander et al.1988), esto se debe a las sefializaciones a través de
los receptores estrogénicos que regulan la activacion de células B (Asaba et al., 2015), por lo
gue en hembras se produce una mayor cantidad de anticuerpos totales (IgM, IgG y IgA),
teniendo una mayor capacidad para montar respuestas de anticuerpos especificos,
produciendo una mayor produccion de citocinas tipo Th2 como IL-4, 5, IL-6 y IL-10 (Cervantes-

Rebolledo & Carrero Sanchez, 2008).
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CONCLUSIONES

La evaluacién cualitativa permite concluir gue la ausencia de hormonas ovaricas influye
en el aumento en el grado de infeccién por Psoroptes cuniculi a los 63 dias post-infeccion en
conejas.

La evaluacion cuantitativa muestra que la ausencia de hormonas ovaricas influyé en un
aumento del 66.66% en el area de la lesién por la infecciébn de Psoroptes cuniculi a los 63 dias

post-infeccion en conejas.
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EXPERIMENTO 2
Efecto anticoccidiano del extracto acuoso Pleurotus djamor en conejos domésticos
Oryctolagus cuniculus

El estudio de los mecanismos fisiol6gicos y conductuales del conejo como especie
doméstica permite comprender el curso de una enfermedad para proporcionar un tratamiento
y facilitar un diagnéstico certero y oportuno. El conejo es un hospedero natural de infecciones
parasitarias, por consiguiente, para que se pueda desarrollar una infecciéon parasitaria se
requiere de tres factores importantes: el ambiente, el agente bioldégico y un organismo
susceptible, los cuales se relacionan entre si para completar una etapa o el ciclo de vida de
un parasito. Con relaciéon a los endoparasitos como causantes de infecciones en varias
especies hospederas de importancia médica veterinaria, se ha referido que paréasitos
patdgenos han logrado adquirir estrategias de transmision complejas y menos comprendidas
manipulando el comportamiento y el deterioro de la salud de un animal (Lagrue & Poulin,
2009). A su vez, se ha descubierto que en animales enfermos infectados sé manifiestan
sustancias quimicas de suma importancia como las citocinas que estan involucradas en la
induccién de diferentes tipos de conductas (Flores et al., 2005) causando también el retraso
en el crecimiento en animales jovenes; incluso, la infeccion puede provocar la muerte del
organismo.

Mediante la observacién del comportamiento y signos clinicos es posible reconocer con
facilidad signos y conductas de un animal enfermo, como falta de apetito, pérdida de peso,
dificultad para respirar, reposo, pelo aspero, menor acicalamiento, entre otras. Las causas de
estos sintomas pueden ser por mdltiples factores, tanto ambientales como nutricionales,
enfermedades respiratorias o parasitarias. Una observacion simple es la diarrea como
indicativo de enfermedad, la cual puede ser de evolucion lenta o rapida provocando la muerte
del organismo, que se puede presentar en gazapos o adultos de cualquier edad. Una de las

enfermedades parasitarias infecciosas mas comunes gque provoca diarrea son los protozoarios
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patdégenos del género Eimeria, en donde se ha demostrado que las especies de Eimeria tienen
un alto biopotencial, ya que la ingestion de un solo ooquiste esporulado de E. media, E.
piriformis, E. magna, E. perforans, E. exigua o E. coecicola podria producir con éxito una
infeccibn patente con una alta especificidad de huésped (Ming—Hsien et al., 2010),
desencadenando una disminucién en la productividad de los animales en la produccion
pecuaria econémicamente importantes, no solo en conejos sino también en aves, bovinos,
ovinos y caprinos (Badiola et al., 2015).

Se han descrito once especies de Eimeria en conejos (Katsui et al., 2022) que varian
conforme a su morfologia y patogenicidad, colonizando el tracto y el revestimiento epitelial del
intestino, y una especie (Eimeria stiedae) infectando higado y conductos biliares, que
proporciona un ambiente nutritivo y accesible en donde se desarrollan. La parasitosis por
coccidias se inicia con la ingesta de alimentos 0 agua contaminada con heces que contienen
ooquistes infectantes. Los ooquistes ingresan por via oral y circulan por el aparato digestivo,
los componentes gastricos y enzimas junto con las condiciones de oxigenacion, temperatura
y humedad hacen posible el desarrollo de los ooquistes que se dividen y forman esporozoitos
(fase de esporulacion); después los esporozoitos son liberados e ingresan a las células en
donde inicia un proceso de divisién o reproduccion asexual generando dentro de la célula los
trofozoitos. Posteriormente se lleva a cabo la fase denominada esquizogonia, primer estadio
del esquizonte, lo cual ejerce accion sobre la célula, liberando merozoitos, iniciando otro
proceso de reproduccion asexual siendo un ciclo reinfectivo o segunda esquizogonia,
liberando nuevamente unidades infectantes (esporozoitos y merozoitos) que penetran
nuevamente a la célula y dependiendo de la especie de Eimeria dependerd el nimero de
esquizogonias, la tercera fase llamada gametogonia, los merozoitos liberados del esquizonte
penetran a la célula para dar proceso a la reproduccion sexual, se forman por separado los
macro (hembra) y micro (machos) gametos, estos son liberados de la célula, penetran la célula

donde se encuentra un macrogameto para formar una estructura llamada zigoto, el cual es
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liberado como ooquiste y expulsado mediante la defecacion comenzando un nuevo ciclo
infectante (Ladron de Guevara—Aguilar et al., 2015; Ghany 2020).

Para el control de coccidiosis en diversas especies domésticas se utilizan farmacos
comerciales producidos por empresas farmacéuticas, cuya sintesis es costosa (Jiménez,
2013). La accién de la mayoria de los fArmacos anticoccidianos es pobremente entendida. En
algunos casos el modo de accién puede ser deducido de la estructura quimica o de los
estudios de laboratorio con otros sistemas o modelos. Actualmente, existen numerosos
estudios referentes a la prevencion y saneamiento con diversos farmacos en diferentes
presentaciones. Particularmente para el tratamiento de Eimeria en granjas cunicolas, existen
medicamentos anticoccidiales que son los ion6foros, los cuales actian sobre los gradientes
ibnicos de la membrana celular del parasito (monensina, narasina, maduramicina,
salinomicina) y los anticoccidiales como el diclazuril, nicarbazina, clopidol, sulfaquinoxalina
pirimetamina, sulfadimidina y robenidina (Peeters et al.,1981) principalmente previniendo la
infeccion. Uno de los farmacos que mas destaca por su mecanismo de accion en la industria
farmacéutica veterinaria es el Toltrazuril, que actda alterando negativamente la actividad
enzimatica de la mitocondria y la sintesis de acidos nucleicos, inhibiendo el transporte de
electrones en la fosforilacién oxidativa en protozoarios sin afectar la salud del hospedero.

Después de la administracion, es absorbido en el intestino delgado, distribuyéndose en el
plasma y diferentes tejidos (musculo, piel, grasa, higado y rifiones). EI mecanismo de accién
del toltrazuril impide el desarrollo de los estadios asexuales y sexuales de los coccidios,
produciendo anormalidades en el aparato de Golgi, reticulo endoplasméatico y espacio
perinuclear, impidiendo la divisién celular y la formacion de la pared del microgameto y

macrogameto (PiSA, 2024).
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De acuerdo con la ficha técnica de toltrazuril, éste presenta un indice terapéutico elevado;
sobredosis de 5-10 veces la dosis, sin efectos colaterales. El farmaco no ha sido probado en
hembras gestantes y por lo tanto no se recomienda en este periodo. Hasta el momento no hay
registros de toxicidad o de efectos secundarios por el uso de este anticoccidiano, sin embargo,
el tiempo de retiro del medicamento va a depender de las especies tratadas.

Si bien los antiparasitarios son medicamentos que previenen y eliminan agentes
patdgenaos que provocan infecciones en los animales de consumo humano, pueden provocar
a su vez una creciente resistencia en los agentes parasitos cuando hay un mal manejo de
dosificaciones (FDA, 2010) o sin la supervision profesional. Una propuesta alternativa a estos
inconvenientes son los tratamientos biolégicos que han propuesto reducir al parasito sin
afectar al hospedero, beneficiando a productores con bajos costos y facil acceso a estos
productos, por lo que se propone usar extractos naturales que garanticen la disminucién o
eliminacion de parasitos, promoviendo al mismo tiempo productos inofensivos para el
consumo humano, por tal motivo se han buscado otras alternativas naturales para abatir
parasitos mediante extractos de hojas, plantas y hongos.

Asimismo, en los ultimos afios se han evaluado tratamientos naturales para usarlos como
control biolégico de parasitos en animales domésticos (Lazcano-Torres et al., 2015), utilizando
los biocompuestos de productos de origen vegetal producidos por cualquier organismo vivo.
De manera que, para el uso de extractos naturales que presentan una actividad farmacoldgica,
se requieren de més estudios que profundicen en detallar los principios activos. Por lo tanto,
una alternativa como agente de control de parasitos de importancia pecuaria son los hongos
comestibles, los cuales presentan propiedades benéficas para animales, plantas y humanos

(Rodriguez—Barrera, 2022).
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Una de las propuestas para el control o disminucion de patégenos parasitos es el hongo
del género Pleurotus, el cual posee propiedades nutritivas y farmacéuticas, sus biocompuestos
se han obtenido a partir de diversos procesos como: maceracion, fermentacion, infusion,
decoccion y esencias (INIFAP, 2022), ayudando a minimizar o combatir diversas infecciones
parasitarias.

Los hongos del género Pleurotus cuenta con diferentes metabolismos secundarios, lo que
permite que tengan una amplia aplicacién (Robledo et al., 2015), desde antioxidantes
(Guzman et al.,2009; Saha & Sandeeo, 2011; Acharya et al., 2017; Huaping et al., 2017) hasta
antibacterianos (Valencia del toro et al., 2008). Una de las caracteristicas de este hongo es
que se cultiva comercialmente en diversos paises, debido a sus caracteristicas de crecimiento,
sus ciclos de cultivo cortos y aceptable valor nutricional, por lo cual es una especie comestible
adecuada para su propagacion y consumo humano (Salmones, 2017).

Diversos trabajos han demostrado que los extractos a diferentes concentraciones de este
hongo del género Pleurotus tienen propiedades anticoccidiales. Por ejemplo, en aves se ha
reportado que se puede utilizar como aditivo alternativo a los antibiéticos en dietas para pollos
de engorda infectados con Eimeria spp (Lima et al., 2021), en codornices japonesas, la
inclusién de Pleurotus ostreatus en la dieta resulté muy eficaz en la eliminaciéon de ooquistes
y reduccion de las lesiones en el ciego, proponiendo como remedio natural, ecoldgico y
rentable como anticoccidial (Nasir et al., 2023), en otro estudio en aves de corral infectadas
naturalmente con Eimeria spp, se demostr6 que Pleurotus ostreatus no presenté toxicidad,
administrando individualmente dosis por via oral del extracto acuosos del hongo, fueron
observados durante 24 horas, para detectar cualquier signo de toxicidad (parpadeo, jadeo,
letargo, salivacion, incoordinacion, cambios de comportamiento 0 muerte), propuesto como

fuente potencial anticoccidial para el control de coccidiosis aviar, (Ademola et al., 2019).
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JUSTIFICACION

Se necesita encontrar alternativas, que aseguren la disminucion de las poblaciones
parasitarias de Eimeria mediante el uso de productos naturales para reducir costos
econdmicos en la produccion cunicola.
Se propone evaluar el extracto acuoso del hongo Pleurotus djamor como anticoccidiano en
conejos adultos infectados experimentalmente con coccidias del género Eimeria.

HIPOTESIS

El extracto acuoso de Pleurotus djamor tiene un efecto anticoccidiano en conejos adultos

infectados por Eimeria spp
OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto anticoccidiano de una monodosis del extracto acuoso de Pleurotus

djamor en conejos domeésticos
OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto anticoccidiano del extracto acuoso Pleurotus djamor mediante la
cuantificacién de ooquistes en conejos domésticos infectados con Eimeria spp.
Analizar peso corporal y parametros fisiolégicos (temperatura y glucosa) en conejos
domésticos infectados con Eimeria spp tratados con el extracto acuoso Pleurotus djamor.
Registrar alteraciones en el peso de higado e intestino de conejos domésticos infectados con
Eimeria spp tratados con el extracto acuoso Pleurotus djamor.
Describir las lesiones macroscopicas en higado e intestino en conejos domésticos infectados

con Eimeria spp tratados con el extracto acuoso de Pleurotus djamor.
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MATERIALES Y METODOS
Consideraciones éticas
Los animales utilizados fueron tratados bajo los criterios de la NOM-062-ZO0-1999
“Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio”,
legislacion vigente en materia de bienestar y experimentacion, en concordancia con las
normas de bienestar animal. El presente trabajo fue aprobado por el Comité Interno de
Bioética en Animales de Experimentacion (CIBIOAE), con nimero de folio: 2023-12.
Animales
Se utilizaron 18 conejos adultos (3+0.05 kg) de tres razas (Nueva Zelanda, California y
Chinchilla). Los conejos permanecieron en condiciones convencionales de granja, alojados en
jaulas individuales de 60X90X40 cm, se alimentaron con 180 g de alimento comercial en pellet
(15 % proteina, 2 % grasa, 12 % humedad, 10 % ceniza, 17 % fibra, 44 % ELN Malta-Cleyton)
y agua a libre demanda.
Infeccion con ooquistes de Eimeria spp.
Los ooquistes del protozoario (coccidias) se obtuvieron de materia fecal fresca de conejos
infectados naturalmente, colectadas de granjas cunicolas de traspatio ubicadas en municipios
del Estado de Morelos; se realizaron examenes coproparasitolégicos y se extrajeron los
ooquistes de Eimeria spp (anexo 2) mediante de una sonda plastica (7 cm) via oral (Paul-
Murphy, 2007). La identificacion de los ooquistes se realizé con base a sus caracteristicas
morfoldgicas, considerando su diametro longitudinal, ancho y forma (Rodriguez-Vivas et al.,
2011) y especifica patogenicidad en conejos de produccion.
Grupos experimentales
A los 28 dias post-infeccidn se realizaron exdmenes coproparasitolégicos a cada conejo para
agruparlos homogéneamente por raza y por carga parasitaria, incluyendo a dos animales de
cada raza por grupo. Los 18 conejos se dividieron de la siguiente forma:

Control: solucién salina al 0.9 mg/kg en 7 mL (n=6),
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P. djamor: 0.08 mg/kg de proteina del extracto acuoso de P. djamor (n=6)

Toltrazuril: Toltrazuril 5 mg/kg en 7 mL (n=6),

Extracto de Pleurotus djamor

El extracto fue donado por el Laboratorio de Parasitologia Vegetal del Centro de
Investigaciones Bioldgicas. El extracto se obtuvo del sobrenadante de la biomasa del micelio
de P. djamor a 7 dias de cultivo a 28° C, la concentracion empleada para los conejos fue de
80 ug de proteina por Kg de peso.

Evaluacion de la carga parasitaria de ooquistes de Eimeria spp en conejos

El seguimiento de la infeccion se realizé6 mediante andlisis coproldgicos en dias alternos, con
el fin de seguir las fluctuaciones cuantitativas en la eliminacién de ooquistes. Los dias 0, 1, 2,
3, 4,5, 6y 7 post- infeccion se recolectaron 10 gr de heces de cada conejo en bolsas de
plastico rotuladas; posteriormente las muestras se procesaron para cuantificar la carga
parasitaria de cada animal.

Anélisis coproparasitolégicos

Se utilizé la técnica de flotacion saturada de NaCl, pesando 4 gr de heces en una balanza,
afadido a 56 ml de agua y posteriormente la solucion salina al 40%, mezclado y filtrado con
una gasa, dejando reposar 3-5 min (anexo 2), con el objetivo de cuantificar la carga parasitaria,
el conteo de ooquistes determind cuantos huevos por gramo de heces contenia un animal
(Zendejas-Heredia et al., 2021). Se observaron los ooquistes con un microscopio con objetivo
10X.

Temperatura

La temperatura se tomé un dia por semana desde la infeccion experimental y durante todo el
experimento, la lectura de la temperatura se tomé de manera intraauricular con un termoémetro
digital.

Glucosa sanguinea

La glucosa se midié6 mediante un glucometro (Accu-Chek ®Active), una vez por semana
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durante todo el experimento. La muestra se obtuvo de la oreja izquierda, se limpio el area de
la vena marginal con algodén y alcohol, con una lanceta se realizd un piguete en la vena, la
gota de sangre obtenida se deposité en una tira reactiva la cual se introdujo en el glucometro
(Accu-Chek ®Active), el cual arrojo la lectura con el valor de la glucosa.

Necropsia

Al dia 7 post tratamiento se realiz6 el sacrificio humanitario de los tres grupos de conejos por
personal capacitado y experimentado, mediante una dosis letal de pentobarbital s6dico (100
mg/kg) via intracardiaca con previa anestesia con xilacina/ketamina (5 mg/ kg y 35 mg/kg) de
acuerdo con la NOM-062-Z00-1999.

Obtencién de 6rganos

Cada conejo se colocé en decubito dorsal, cortando la piel a lo largo de la linea media desde
la union de la mandibula hasta el recto, levantando la piel con pinzas quirdrgicas, se localizo
higado e intestino (Morales—Bricefio et al., 2018), se disectaron y pesaron con una balanza
analitica (Mejia et al., 2015).

Descripcién de lesiones macroscépicas en érganos

Para el diagndstico de coccidiosis, se realizaron observaciones en 6rganos con el objetivo de
identificar la ubicacion de la lesién (EI-Shahawi et al., 2011). Se consideraron y registraron el
namero de lesiones en la superficie de los higados e intestinos de animales infectados
(Bochynska et al., 2022).

Andlisis estadistico

Para las diferencias entre grupos con distribuciéon normal, se realizé un ANOVA. Cuando los
grupos no siguieron una distribucion normal, se efectué un analisis Mann-Whitney. Para las
variables medidas a través del tiempo, se usé una prueba ANOVA de medidas repetidas. Para
el andlisis de todas las variables evaluadas se utilizé el programa Graphpad Prism 8.0.1,

considerando valores significativos cuando P<0.05 (Bate & Clark, 2014).
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RESULTADOS

Cuantificacion de la carga parasitaria de Eimeria spp en conejos domésticos tratados
con el extracto acuoso de Pleurotus djamor

En la evaluacion de la carga parasitaria total de los tres grupos de conejos infectados
con Eimeria spp, se observé que el grupo P. djamor mostré una disminucién del 35.4%,
(***P<0.0001) versus el grupo control, el grupo toltrazuril mostré una disminucion del 55.3%
versus el grupo control (***P<0.0001) y P. djamor versus toltrazuril (P>0.70, Fig. 14a).
En el andlisis a través del tiempo, se observé un efecto significativo en la interaccion en el
tiempo y tratamiento con P. djamor y Toltrazuril (**P<0.008), se observo un efecto significativo
entre los tratamientos P. djamor y Toltrazuril (****P<0.0001), sin embargo, no se encontré
significancia a través del tiempo cuando se consideraron los tres grupos de conejos infectados

(P>0.16, Fig. 14b).
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Figura 14. (a) Analisis del total de ooquistes en conejos infectados con Eimeria spp al post-
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tratamiento; Prueba de Kruskal-Wallis, (***P<0.0001) control vs P. djamor; mediat EE;
(***P<0.0001) control vs toltrazuril, mediazEE; (b) Analisis a través del tiempo; (**P=<0.008,

P<0.1667, ****P<0.0001), ANOVA de medidas repetidas; mediatEE

Evaluacién de peso corporal, glucosa y temperatura

En el peso corporal total de los tres grupos de conejos adultos infectados con Eimeria
spp, no se observaron diferencias entre grupos. En el grupo P. djamor se observé una
tendencia a disminuir (P>0.38, Fig. 15a). En el analisis a través del tiempo, no se observo

diferencias significativas en la interaccion de tiempo y grupos (P>0. 41, P>0.68, P>0.14, Fig.

15h).
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Figura 15. (a) Analisis del peso corporal en conejos infectados con Eimeria spp; (P>0.38);
ANOVA de multiples comparaciones; mediatEE; (b) Andlisis del peso corporal a través del

tiempo en conejos infectados con Eimeria spp; (P>0.41, P>0.68, P>0.14); ANOVA de medidas

repetidas; mediatEE.
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En los niveles de glucosa sanguinea registrada en conejos infectados con Eimeria spp no

presentd cambios entre grupos (P>0.72, Fig. 16a); en el grupo Toltrazuril se observa una

tendencia a la alta. De igual manera, en el andlisis a través del tiempo no se observaron

cambios en el efecto interaccion, efecto tiempo y entre grupos (P>0.99, P>0.99, P>0.99, Fig.

16b).
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Figura 16. (a) Glucosa sanguinea en conejos infectados con Eimeria spp; (P>0.72), ANOVA de

multiples comparaciones; mediatEE; (b) Glucosa sanguinea a través del tiempo en conejos

infectados con Eimeria spp; (P>0.99, P>0.99, P>0.99,); ANOVA de medidas repetidas; mediatEE
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Con relacion a la temperatura corporal, no se observan cambios entre grupos (P>0.51,
Fig. 17a). En la gréafica a través del tiempo, no se mostré diferencias significativas en el efecto

interaccion, efecto tiempo (P>0.99, P>0.99, P>0.99, Fig. 17b).

a) 37.5- O Control
o B P.djamor
%6/ 37.04 @ Toltrazuril
5
< 36.5
5 T
£ 36.0- /
et /
35.5 . z
b)
37 5- 0. Control
:C)‘ -= P.djamor
ch/ 37.04 —— Toltrazuril
>
& 365
(]
o
= 36.04
(]
|_
355

Dias post- infeccion

Figura 17. (a) Andlisis de temperatura corporal en conejos infectados con Eimeria spp; (P>0.51)
ANOVA de multiples comparaciones; (b) Andlisis de temperatura a través del tiempo en conejos

infectados con Eimeria spp; (P>0.99, P>0.99, P>0.99); ANOVA de medidas repetidas;mediatEE.

Evaluacion del peso de 6rganos (higado e intestinos) de conejos domésticos infectados
con Eimeria spp

Referente al peso de los 6rganos infectados con Eimeria spp al dia del sacrificio, se
observé que los tres grupos presentaron similitud en el peso hepatico (P>0.75, Fig. 18a) y en

el peso de los intestinos (P>0.77, Fig. 18b).
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Figura 18. a) Analisis del peso de higado en conejos infectados con Eimeria spp al

postratamiento; ANOVA de mdltiples comparaciones; mediatEE; (P>0.75); (b) Andlisis del

peso de los intestinos en conejos infectados con Eimeria spp al postratamiento; (P>0.77;

ANOVA de multiples comparaciones; mediatEE.

Lesiones hepaticas macroscopicas

En el analisis del nimero total de lesiones macroscopicas en higado, se observé que el

grupo P. djamor tuvo una disminucién del 74.2% en el nimero de las lesiones macroscopicas

en comparacion con el grupo toltrazuril (**P<0.003, Fig. 19a).
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Figura 19. Cuantificacion de lesiones hepéaticas macroscépicas de conejos infectados con Eimeria
spp al dia 7 postratamiento (a); (**P<0.003); ANOVA de mudltiples comparaciones; mediatEE.
Imagen representativa de lesiones hepaticas (b) grupo control, (c) grupo P. djamor (d) grupo

toltrazuril.

Lesiones intestinales macroscopicas en intestino

En relacién con las lesiones macroscoépicas en el tercer tercio del intestino se observo
una disminucion del 84.58 % de lesiones en el grupo tratado con P. djamor en comparacion
con el grupo control (*P<0.03, Fig.20). En el grupo tratado con Toltrazuril se observé una

tendencia a la disminucién en el niUmero de lesiones intestinales.
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Figura 20. a) Lesiones intestinales macroscoépicas en conejos infectados con Eimeria spp al
dia 7 postratamiento; (*P<0.03); ANOVA de mudltiples comparaciones; mediatEE. Imagen
representativa de lesiones en intestino (b) grupo control, (¢) grupo P. djamor (d) grupo

toltrazuril.
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DISCUSION

En el presente estudio se determind que una monodosis de extracto acuoso del hongo
Pleurotus djamor logré disminuir un 34.4% la carga parasitaria en conejos adultos infectados
experimentalmente. Estos resultados coinciden parcialmente con Gonzalez—Cortazar et al,
(2020) en jerbos (Meriones ungiculatus) infectados, mostrando una reduccién de larvas
Haemonchus contortus de 92.56 % usando un extracto hidroalcohdlico de P. djamor,
asimismo, en experimentos in vitro referidos por Pineda—Alegria et al. (2017) y Colmenares—
Cruz et al. (2021) plantean al hongo Pleurotus djamor como nematicida, mencionando
diferentes concentraciones y carga parasitaria. Sin embargo, en trabajos futuros se deberian
analizar los efectos de los extractos acuosos aunado a determinar el efecto coccidicida o
coccidiostaticos de compuestos aislados provenientes de P. djamor para la prevencioén, control
y el tratamiento de coccidiosis en granjas de conejos, lo que en su conjunto representaria una
opcion viable que permitiese reducir o sustituir el empleo de farmacos tradicionales, como son
los ionéforos de calcio y las sulfas entre otros, con el propésito de evitar resistencia, ademas
de poder ser utilizados en los casos en los que ya exista.
Es necesario destacar que durante el experimento no se observaron signos clinicos de
toxicidad, ni alteraciones en temperatura, glucosa ni peso corporal. La glucemia y temperatura
analizados en este trabajo coinciden con Arias-Hernandez et al., 2017 que durante la infeccion
con T. pisiformis report6 que los niveles de glucosa se mantuvieron constante entre los grupos
experimentales, manteniéndolos dentro del rango de valores normales 75-155 mg/dL (Melillo,
2007).
Por ende, el hongo comestible P. djamor posee ventajas sobre un medicamento anti
desparasitante, mencionando en primer lugar que es un organismo natural, que se cultiva
ampliamente en diversos paises, econdémicamente accesible, aprovechando todos los
beneficios nutricionales que provee este hongo. Ademas de su sabor, textura y los beneficios

a la salud, no se encontraron reportes de toxicidad en animales y humanos. También se
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observd que el hongo P. djamor tuvo una eficacia similar a toltrazuril consistente en la
eliminacion del 34% de los ooquistes de Eimeria spp en conejos infectados. En consecuencia,
P. djamor puede ser descrito como un hongo nutracéutico por la naturaleza quimica de los
compuestos bioactivos como polisacaridos, lipopolisacaridos, proteinas, péptidos,
glicoproteinas, nucleésidos, triterpenoides, lectinas, lipidos y sus derivados (Patel et al., 2012).
Uno de los componentes mas importantes que presentan los hongos del género Pleurotus son
los B-glucanos, polisacaridos compuestos por una secuencia de moléculas de glucosa
estimuladoras del sistema inmunitario (Carbonero et al., 2006), por lo que el probable
mecanismo antiparasitario es a través de la activacion de leucocitos, que producen
mediadores inflamatorios TNF-a, modulando el sistema inmune del hospedero. De este modo
el mecanismo de accion de P. djamor podria involucrar una fase indirecta en la que existe un
efecto inmunoestimulante por parte de P. djamor; futuros estudios serdn necesarios para
confirmar el mecanismo de accién propuesto.

En el presente estudio no se midieron los niveles de anticuerpos, ademas de que los animales
empleados al ser adultos fueron asintomaticos a la infeccién por Eimeria spp, ya que esta
previamente documentado que en conejos adultos la infeccion con Eimeria cursa de manera
asintomatica y ademas fungen como reservorios en la dinamica de transmision de la
enfermedad. Reiterando, la coccidiosis es una enfermedad parasitaria peligrosa y frecuente
en animales jévenes recién destetados, y existe una asociacion microbiana que da lugar a
infecciones secundarias, siendo mas vulnerable a la invasion intestinal ya que la flora intestinal
es alcalina a esta edad, mientras que en conejos adultos se presenta una mayor
susceptibilidad predominando flora &cida, inhibiendo el medio de desarrollo de las coccidias
(Golikov, 1938).

Tomando en cuenta lo anterior se propone como perspectiva evaluar los extractos de P.

djamor en conejos jovenes con una edad de 21-30 dias al destete ya que a esta edad son

53



incapaces de controlar las etapas sexuales del parasito, ademas del que su sistema digestivo
no esta completamente desarrollado (Samoggia, 1979).

Vale resaltar que dependiendo de la especie patdgena de Eimeria y la cantidad de ooquistes
en el hospedador, podria o no desarrollar signos propios de la infeccion, de acuerdo con
Coudert et al. (1993), la aparicion de diarrea puede ser irregular, enfatizando que la capacidad
de multiplicacion de Eimeria spp no es un criterio para el diagnostico clinico de la enfermedad,
por ello el contenido de elevadas tasas de ooquistes en las heces no condiciona
necesariamente la presencia de una enfermedad, sino basarse en sintomas, lesiones y
andlisis para hacer un diagnéstico méas integral(Respaldiza-Cardefiosa & Gonzalez-Hidalgo,
1984).

Acerca de las lesiones macroscopicas en érganos, el grupo tratado con P. djamor en
comparacion con el grupo tratado con el farmaco toltrazuril mostré una disminucién del 74.2%
en las lesiones hepaticas versus toltrazuril, presentando caracteristicas en el color de la
superficie del higado y areas blanquecinas, siendo ésta una caracteristica de la presencia de
Eimeria stiedae. De acuerdo con Cam et al. (2008), conejos infectados con E. stidae
presentaron nddulos amarillentos y blanquecinos en la superficie del higado, indicando que
ademas de las lesiones caracteristicas, la ubicacion anatomica de esta especie es precisa en
los conejos infectados.

Aluja (1994) realiz6 una descripcion sobre las caracteristicas en la superficie de higados en
cerdos para la inspeccién sanitaria de carne, donde se atribuyeron principalmente a la
migracion de larvas de nematodos Ascaris suum, al igual que Gutiérrez (2003) que reporté
que en la superficie del higados de conejos infectados se presentaron nddulos blancos que
van desde 1 a 3 mm de diametro.

También se observé un 84.58% de disminucion de lesiones en intestino de conejos tratados
con Eimeria spp versus el grupo control. Peters et al. (1984) refieren las lesiones en conejos

infectados con Eimeria intestinalis, sin embargo, para un estudio mas profundo, ademas de
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microscopia 6ptica utilizaron microscopia electrénica mostrando que estas lesiones afectaron
las vellosidades ileales cambiando su apariencia (NIH, 2024). Especificamente en el caso de
infecciones por coccidiosis es importante mencionar que los estudios post mortem sirven para
describir la coloracion, el tamafio y la ubicacién anatomica de una lesion ya que dependiendo
de la ubicacién se podria estimar la especie del género Eimeria. Bochynska, (2022) describe
que la localizacion de lesiones en 6rganos como intestino, higado y conductos biliares ha sido
de suma importancia para identificar la especie parasita y propone describir las lesiones como
leves y moderadas en el epitelio hepatico.

Las disminuciones de las lesiones macroscépicas en el grupo tratado con Pleurotus djamor
podrian estar relacionadas con la actividad inhibidora contra el estrés oxidativo ya que se ha
reportado que hongos de este género tienen un mecanismo protector. En este estudio se
infiere que la concentracién y la dosificacion multiple del micelio crudo de Pleurotus djamor
pudo ser un factor como una perspectiva del estudio, evaluando el efecto neto del hongo
directamente en la dieta, asi como otras estructuras de este como el cuerpo fructifero que
disminuyeron la cantidad de ooquistes en conejos infectados. Ya que en estudios fitoquimicos
recientes del hongo Pleurotus en otras especies como P. tuber-regium se ha revelado en
extracto crudo la presencia de alcaloides, glucésidos, saponinas, compuestos fendlicos,
taninos, esteroides, carbohidratos, flavonoides y terpenoide, sin signos fisicos de toxicidad ni
muerte, ni aumento en los niveles séricos, aumentando glébulos blancos en ratones (Edoh et

al., 2022).
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CONCLUSIONES

Una monodosis del extracto acuoso del hongo comestible Pleurotus djamor disminuyé
el numero de ooquistes del género Eimeria en conejos domésticos Oryctolagus cuniculus, por
lo que se contempla como un hongo con potencial terapéutico con accion desparasitante en
contra de la eimeriosis del conejo doméstico, considerandose una alternativa desparasitante
natural. Ademas, no se observaron efectos secundarios sobre peso, temperatura y glucosa, ni
alguna otra manifestacion clinica, considerando hasta el momento a P. djamor como inocuo

para el conejo.
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ANEXO 1 Hallazgos importantes

Observaciones y perspectivas: Las conejas naturalmente infectadas con cisticercos no
se infectaron experimentalmente con P. cuniculi.

El conejo es un animal susceptible a diversas enfermedades causadas por endo y
ectoparasitos de manera natural. Los parasitos mas comunes en los conejos son acaros,
protozoos, nematodos y cestodos. T. pisiformis es un cestodo que altera caracteristicas
metabdlicas y productivas (Arias-Hernandez et al., 2020) disminuyendo su bienestar
(Betancourt-Alonso et al., 2011) y productividad, ya que afecta la cantidad de gazapos al
nacimiento (Hallal-Calleros et al., 2016). Sin embargo, en un mismo hospedador pueden
existir coinfecciones causando diferentes efectos en la evolucion de la virulencia y el
establecimiento cuando los parasitos interactlian entre si, pudiendo causar menor 0 mayor
infectividad dependiendo de los agentes que coinfectan (Clay & Rudolf, 2019).

Las conejas utilizadas en el presente estudio fueron criadas en condiciones de granja.
Durante la inspeccion en la necrosis, tres conejas del grupo intactas presentaron
metacéstodos de Taenia pisiformis en la cavidad intestinal, por lo que se excluyeron del
experimento. Sin embargo, es destacable que particularmente estas tres conejas no
presentaron infeccion auricular con el acaro P. cuniculi. Recapitulando sobre trabajos
anteriores hemos observado que, a pesar de la alta frecuencia de infeccién con P. cuniculi
en los conejos, no hemos observado conejos que estén infectados con T. pisiformis
tengan coinfeccién con P. cuniculi, por lo que se proyecta estudiar si la cestodiasis impide

el establecimiento de los acaros.
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Figura 21. Imagenes representativas de tres conejas del grupo intactas infectadas con

cisticercos, al dia 63 de la necropsia.
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ANEXO 2

Solucién saturada de NaCl (Serrano, 2010 modificada)

La solucién saturada que se utilizé posee una densidad de 1.18 g/ml. Sobre una plancha

de agitacion y calentamiento, se afiadié a un matraz Erlenmeyer de vidrio 1000 mL de

agua, cuando el agua alcanzo6 el punto de ebulliciéon y se le afiadieron 400 gr NaCl.

Técnica de flotacion empleada

La excreta se peso a 3 gr para poner en un tubo falcén de 30 ml, se adicionaron 10
ml de solucién salina al 35% para macerar, posterior se filtr6 con gasa y se aforo a 30
ml totales del tubo falcon, con la solucion salina.

Una vez realizado el procedimiento anterior se dejé reposar por 5 minutos para que
las coccidias flotaran a la superficie del tubo.

Las coccidias fueron cuantificadas con el método del hemocitémetro para la infeccion.
Para el conteo de la carga parasitaria se cuantifico el valor de 10 pl por triplicado el
promedio se multiplico por el volumen para 1 gr de heces para la cuantificacion de

ooquistes por gramo de heces (OPG).

Método del hemocitometro

Se coloca el cubreobjetos sobre el portaobjetos y solo se cuenta la zona plateada
situada bajo el cubreobjetos (0.5 pl de la muestra), se coloca una microgota de 10 pl
de la suspension que contiene ooquistes esporulados.

El nUmero de ooquistes contados se multiplica por 2.000 (factor que convierte lo
cuantificado en la cAmara para 1 ml total).

Se necesita el nimero total de ooquistes por cultivo y se multiplica el recuento por
mililitro por el volumen total de la muestra.

La dosis de ooquistes se calcula dividiendo el nUmero de ooquistes a inocular por

grupo entre el nimero de ooquistes por mililitro de la muestra.
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Infeccion experimental

Se usaron 30 gr de heces en 300 ml de solucién salina al 35%, posteriormente se
procedio al método de hemocitémetro y se ajusto6 el resultado obtenido en una
microgota de 10 pl mediante el método del hemocitometro.

Se ajusto la dosis infectiva a 40000 ooquistes esporulados

Se cuantifican los ooquistes correspondientes a la microgota en tres repeticiones y el
promedio se ajusto al volumen total comprobando una dosis de 40000 ooquistes.

La dosis infectiva se diluyé en 6 ml de solucion fisiolégica para el inéculo por sonda

por conejo.
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ANEXO 3
Presentacion en congreso 8-11 de noviembre del 2023, Cd de Chihuahua.
Reuniones Nacionales de Investigacion e Innovacién Pecuaria, Agricola, Forestal y Acuicola
Pesquera.
Reunion pecuaria
Seccion: Endocrinologia y Reproduccion
Publicacion en Memoria Pecuaria (http://reunionescientificas2023.inifap.gob.mx)
INFLUENCIA DE LAS HORMONAS OVARICAS SOBRE LA INFECCION POR Psoroptes
cuniculi EN CONEJAS DOMESTICAS
Janelly Jiménez-Ruizl, Claudia Hallal-Calleros 1*, F. lvan Flores-Pérez 2*
Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad Autonoma del Estado de Morelos, UAEM
*Autor para correspondencia: challalc@gmail.com
Palabras clave: Acaro, ovariectomia, hormonas ovaricas.
Introduccién: El estudio de los mecanismos fisioldégicos y conductuales permiten comprender
el curso de una enfermedad que puede ser modificada para mejorar la evoluciéon, el
tratamiento, o facilitar un diagnostico. Se sabe que existen factores genéticos, inmunolégicos
y hormonales que pueden determinar el curso y la gravedad de las infecciones parasitarias.
La eliminaciéon de hormonas sexuales mediante gonadectomia puede estimular la respuesta
inmune mediada por células y alterar la estructura de los tejidos inmunoldgicos relacionados.
En ratonas ovariectomizadas, la infeccion causada por T. cruzi presentan una mayor
parasitemia (Bello-Gonzalez, 2012), y en cerdos gonadectomizados e infectados con
Trichinella spp se observé una mayor carga parasitaria (Reveles—Hernandez, 2011). El 4caro
ectoparasito Psoroptes cuniculi causa una enfermedad dermatoldgica afectando el bienestar
y el rendimiento en la produccién, y no se conoce el impacto de las hormonas sexuales en esta

parasitosis.
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Objetivo: Evaluar el efecto de las hormonas ovaricas sobre la susceptibilidad a la infeccion
con Psoroptes cuniculi.

Materiales y métodos: Proyecto aprobado por el Comité Interno de Bioética en Animales de
Experimentacion (CIBIOAE), U.A.E.M. Se utilizaron 16 conejas adultas con un peso de 3.2 +
0.08 kg en condiciones de granja, se les proporcioné alimento comercial en pellet (Malta
Cleyton®) y agua a libre demanda. Ocho conejas fueron ovariectomizadas (OV) y ocho
permanecieron intactas; a ambos grupos se les administré 1 mg de propionato de estradiol via
intramuscular 5 dias antes de la infeccion. Cada coneja en ambos grupos se inocul6é con 300
acaros en el canal auditivo en la oreja izquierda, colocados en algodon, protegido con gasa
estéril y cinta adhesiva para garantizar la infeccién, retirando a las 24 horas. La evaluacién
cualitativa del grado de infeccion sé analiz6 semanalmente utilizando el método descrito por
Guillot et al (1981). Para la evaluacion cuantitativa del grado de infeccion, se realiz6 el dia del
sacrificio, extendiendo la oreja para medir el area lesién del pabell6n auricular, con ayuda de
una pelicula de acetato con cuadricula de 1 cm2. Los datos se analizaron utilizando el
programa estadistico Graphpad Prism 8.0.1.

Resultados: En la evaluacion cualitativa se observd una disminuciéon en el grupo de las
conejas intactas del 67% (P<0.0001) versus el grupo de ovariectomizadas en el dia 65 (Fig.
1a). En la evaluacion cuantitativa se vio una disminucion en el grupo de intactas de solo un
31.2% (P<0.001), sin embargo, en el grupo de ovariectomizadas se observo una mayor lesion
gue la observada cualitativamente (Fig. 1b).

Discusién: En este estudio se observé que conejas intactas infectadas con Psoroptes cuniculi
presentaron una disminucién en el grado de infeccidén versus conejas ovariectomizadas. En
otras parasitosis se ha demostrado que las hormonas sexuales son importantes en el
desarrollo de enfermedades parasitarias. Ratonas ovariectomizadas infectadas con T. cruzi
presentaron lesiones inflamatorias mas graves versus ratonas intactas, esto se asoci6 a los
niveles de estrogenos como regulador de respuesta inmune (Bello- Gonzales, 2012); en cerdos
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gonadectomizados con Trichinella se observé una mayor carga parasitaria en relacion con
cerdos infectados, asociandolo a la edad, sexo, estado nutricional, hormonal y respuesta

inmunolégica (Reveles- Hernandez, 2011).
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Figura 1. a) Evaluacion cualitativa en conejas domésticas intactas y ovariectomizadas
infectadas con P. cuniculi durante 63 dias. ANOVA de medidas repetidas. b) Evaluacion
cuantitativa en conejas domésticas intactas y ovariectomizadas, al dia 63 post-infeccion con
P. cuniculi. Mann-Whitney. Media+EE, **P<0.005, ***P<0.0005.
Conclusiones. La ausencia de hormonas ovéricas influye en el grado de infeccién por P.
cuniculi a los 63 dias post- infeccion aumentando la susceptibilidad a la infeccién.
Agradecimiento: JJR agradece la beca otorgada por el Consejo Nacional de Humanidades,
Ciencia y Tecnologia.
Fuente financiadora. Sin financiamiento externo o institucional.
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ANEXO 4
Presentacion en congreso, del 8-11 de noviembre del 2023, Cd. de Chihuahua.
Reuniones Nacionales de Investigacion e Innovacién Pecuaria, Agricola, Forestal y Acuicola
Pesquera.
Reunion pecuaria
Seccion: Salud animal, Diagnéstico, Control y Epidemiologia
Publicacion en Memoria Pecuaria (http://reunionescientificas2023.inifap.gob.mx)
INFECCION EXPERIMENTAL CON EIMERIA SPP EN CONEJOS ADULTOS DE LAS
RAZAS NUEVA ZELANDA, CALIFORNIA'Y CHINCHILLA
Janelly Jiménez-Ruizl, Emmanuel Dunstand Guzman-Diaz 1, Claudia Hallal-Calleros 1,
Fernando Ivan Flores-Pérez1*
1 facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad Autbnoma del Estado de Morelos (FCA-
UAEM)
*Autor para la correspondencia: ivan.flores@uaem.mx
Palabras clave: Coccidiosis, conejos, infeccion
Introduccién. El conejo es una especie pecuaria que genera productos como carne y pieles,
ademas de ser animal de compafiia y emplearse en la investigacion biomédica. El conejo
domeéstico puede ser afectado por diversos patdgenos, dentro de estos la parasitosis conocida
como coccidiosis cunicola que se aloja en el intestino delgado, el colon y el higado. La
coccidiosis cunicola es causada por distintas especies de Eimeria, dentro de las cuales la que
tiene una localizacion hepatica e induce granulomas, es la mas patdgena y es la especie
Eimeria stiedae (Katsui et al., 2022). Se sabe que las infecciones naturales en su mayoria
dependen de mas de una especie, sin embargo, la mayoria provoca la disminucion de la
ganancia de peso, diarreas, y la produccion masiva de ooquistes en heces (Katsui et al., 2022).
Las investigaciones sobre la coccidiosis por Eimeria en conejo generalmente se realizan sobre
infecciones experimentales en la raza Nueva Zelanda, y en individuos jovenes por lo cual
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frecuentemente mueren a lo largo de los experimentos, por lo que es importante conocer si las
razas Chinchilla y California responden de forma similar a la infeccion, ademas de valorar si al
infectar animales adultos es viable para evaluar sustancias desparasitantes con un menor
riesgo de muerte para el sujeto experimental empleado.

Objetivo. Evaluar la cantidad de ooquistes excretados, la ganancia de peso y el peso final, en
conejos adultos de distintas razas, posterior a la infeccién experimental con Eimeria spp.
Materiales y métodos. La infeccién experimental se realizé en conejos Nueva Zelanda (G1),
California (G2) y Chinchilla (G3) con un peso de ~3.1 kg (6 animales por grupo). La infeccion
se realiz6 con un in6culo de 40,000 ooquistes esporulados de Eimeria spp obtenidas de heces
de gazapos naturalmente infectados (Cam et al., 2008). A los 28 y 29 dias post infeccion, se
colectaron heces y se cuantificaron los ooquistes excretados por cada conejo mediante la
técnica de flotacion con solucién salina al 35% y conteo por microgota (10ul), cuantificando los
ooquistes a volumen total (Zendejas-Heredia et al., 2021). Los valores de peso se recabaron
usando una balanza digital, y la ganancia de peso se obtuvo con respecto al peso inicial de
cada animal. Los analisis estadisticos empleados fueron la prueba Kruskal- Wallis para datos
no paramétricos y Tukey-Kramer para datos que presentaron una distribucion normal.
Resultados y Discusidn. La infeccion experimental en el grupo G1 causé la excrecién de
15.5+2.7 x103 ooquistes por gramo de heces, mientras que en G2 la cantidad promedio fue
de 15.5+2.2 x103 sin diferencia estadistica entre ellos (P=0.711). En el grupo G3 se observaron
24.5+7.0 x103 ooquistes, lo que representa en promedio 9.3x103 ooquistes mas que G1y G2,
sin embargo, la diferencia entre grupos no es significativa, por lo que podemos mencionar que
se observa solo una tendencia a una mayor susceptibilidad de infeccion en conejos Chinchilla.
Se identificaron hasta ocho diferentes ooquistes de Eimeria spp y los animales se mantuvieron
sin signos de diarrea. El grupo G3 presentd una ganancia de peso de 205.8 g en promedio,
mientras que G1y G2 tuvieron una ganancia de 149.8 y 127.1 g respectivamente, sin diferencia
estadistica entre las tres razas (P>0.05
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Figura 1.- Gréficos del seguimiento de la infeccidén por Eimeria spp en conejos Nueva Zelanda
(G1), California (G2) y Chinchilla (G3) sobre; el nUumero de ooquistes por gramo de heces
(OPG) los dias 28 y 29 de infeccion (A), ganancia de peso (B) y peso final (C), datos
promedio+desviacion estandar, literales iguales significa similitud estadistica (P>0.05).

Los pesos finales de los grupos G1, G2 y G3 fueron 3.30. 3.15 y 3.25 kg
respectivamente (P>0.05), lo anterior sugiere que los machos adultos de las tres razas
presentan similitud de respuesta ante la infeccion experimental con Eimeria spp. En estudios
anticoccidiales y de respuesta a infecciones experimentales con Eimeria spp en conejos es
frecuente el uso de la raza Nueva Zelanda, nuestro hallazgo indica que otras razas responden
de forma similar a la infeccion (Gomez-Bautista et al., 1987), cotidianamente se emplean
conejos jovenes, sin embargo, los conejos adultos pueden ser reservorio de las infecciones
coccidiales al ser menos susceptibles que los gazapos. Nuestro trabajo indic6 que los conejos
adultos también producen ooquistes de una forma similar entre razas y por lo tanto pueden ser
utilizadas como modelo de estudio para tratamientos farmacolégicos, con la ventaja de que al
ser animales adultos la infeccion experimental no es tan virulenta y patbgena como ocurre en

animales jovenes, los que frecuentemente tienen una alta tasa de mortalidad.
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Figura 1.- Razas de conejos machos Nueva Zelanda, California y Chinchilla usados en la
investigacion, seccion A). Pruebas coproparasitolégicas por flotacion para la cuantificacion de
ooquistes en microscopio 6ptico y visualizacion del ooquiste de Eimeria spp 40X, seccion B).
Conclusiones. El uso de conejos adultos de las razas Nueva Zelanda, California y Chinchilla
presentan semejante susceptibilidad a la infeccion entre razas, sin pérdida de peso y sin
presencia de diarrea, por lo que pueden ser empleados como animales experimentales para
la evaluacion de productos desparasitantes, y se puede proponer emplearlos en los disefios
experimentales en sustitucion de animales jovenes.
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grvdXyGdVooBRUzg35hKwBUK;jBydPqEA6QO0goA6wc+0M9d6DIk8bhHWwWwWBX+rUYO0psTpOy6FDjvdHr2FutxXFO05tSzNR4Mdoct6 7rEmnVNtY kzb4zipIMtrVpRmkiwgGOmYQN
Dayr0f24uqinJKh/8VuNOpCHFA0R26cuTHIOhMh7M2KIihMYjgpW/dU+gGHgWIC6LeA==

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

NInRaXJr5

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/J7QNjOD7e0UeDWn0q9QVQl4mbpjdmw4K
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FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
Direccién
Jefatura de los Programas Educativos de Posgrado

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 11 de diciembre de 2024
Asunto: voto aprobacién de tesis.

FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
Director de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
PRESENTE.

Por medio del presente le informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis
titulado INFLUENCIA DE LA OVARIECTOMIA Y LA APLICACION DE UN POTENCIAL
ANTICOCCIDIANO SOBRE EL ESTABLECIMIENTO DE PARASITOS EN EL CONEJO
DOMESTICO, que presenta la estudiante Janelly Jimenez Ruiz mismo que fue
desarrollado bajo la direccién del Dr. Fernando Ivan Flores Pérez y la codirecciéon
de la Dra. Claudia Hallal Calleros, y que servird como requisito parcial para obtener
el grado de Maestria en Ciencias Agropecuarias y Desarrollo Rural, lo encuentro
satisfactorio, por lo que emito mi VOTO DE APROBACION para que la estudiante
continue con los tramites necesarios para presentar el examen de grado

correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracién, quedo

de usted.
Atentamente
Por una humanidad culta
Se anexa hoja con firma electrénica
DR. KURT HOFFMAN
C.i.p. Archivo

e@ﬁ Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México, 62209, edificio 10-A, U/ \E M
—_— Tel. (777) 329 701 1, 329 70, 00, Ext. 3582 / www.uaem.mx fagropecuarias@uaem.mx RECTOR |'A
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electronica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de su
elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA
LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" niimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electrénico

KURT LEROY HOFFMAN | Fecha:2024-12-17 09:08:54 | FIRMANTE
AwW/bpg61KLLI9IMKQSg/cUm180SPKCyNOy4AcIxj3tNaE41KgWKFGCELOWFUboFAQuwgyl1FYBBpjvFnycZ920EvmwmtC6KIOYr2w+LmK24xm7fat/BSmSEJcCBKFaa57qiePO
Kf40DIddo/4zUuNXGZMPZVKIMfftLFI TQ7L8MiQwyse70+iqWxNOIGG0oLn43XzPjAARRke6fyD/ucqyeFWajApZSW203eBZIuitcTzfeFmViQsghNiuK7No71UY zfkoHLYiKapeJDK
140lkUDcZx9bAP3MP0201dDtIINt0JU4TOCDY Q7nvOFg4JDaxNcyud+puXLFUHQMgNNFQ==

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

mkGhLcAEP

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/wTjnjAu6pXktey78FIVrt6ZfOKH4qs1u

e\9h UAEM
I



FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
Direccién
Jefatura de los Programas Educativos de Posgrado

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 11 de diciembre de 2024
Asunto: voto aprobacién de tesis.

FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
Director de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
PRESENTE.

Por medio del presente le informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis
titulado INFLUENCIA DE LA OVARIECTOMIA Y LA APLICACION DE UN POTENCIAL
ANTICOCCIDIANO SOBRE EL ESTABLECIMIENTO DE PARASITOS EN EL CONEJO
DOMESTICO, que presenta la estudiante Janelly Jimenez Ruiz, mismo que fue
desarrollado bajo la direccién del Dr. Fernando Ivan Flores Pérez y la codireccion
de la Dra. Claudia Hallal Calleros, y que servird como requisito parcial para obtener
el grado de Maestria en Ciencias Agropecuarias y Desarrollo Rural, lo encuentro
satisfactorio, por lo que emito mi VOTO DE APROBACION para que la estudiante
continue con los tramites necesarios para presentar el examen de grado

correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracién, quedo

de usted.
Atentamente
Por una humanidad culta
Se anexa hoja con firma electrénica
DR. GERMAN BERNAL FERNANDEZ
C.i.p. Archivo

e@ﬁ Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México, 62209, edificio 10-A, U/ \E M
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electronica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de su
elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA
LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" nimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electrénico

GERMAN BERNAL FERNANDEZ | Fecha:2024-12-13 11:51:35 | FIRMANTE

NYIu126XK408jVRG/mCtiebdD50KpScltRDigfkUSqGAVF6ngQq984jH49t6nuY z4tdDIwbXWA39u1AV9JIOluunFZZoGfoeS6dmXEgwkakriRRoHa+8GjcUVtlIsf2YMisGPgq88vmE1l
fuBMboO38JWEZNJIhSQJn/d/Vkmtddm30NoAIBTPrAKhisHNoOAsDeM145FiMElo8uecUxmlAjagLQjm3MBWRbOR+wL8vNXfOXZdHgm79walJSsE/OIPiIN3mO5KcTFECNU+EOS
Sn3ENRZbY8nxfg/CGoiWNSsq8mLDYJeDFDbn1px6KC8iL9a9YWkj/dE7IfY G7Mjeclelw==

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

nokVDWXBw

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/j906XZmuShy1AdVApkLwzb50a1gSh4Nx
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