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Resumen.

El daiho inducido por parasitosis gastrointestinales en producciones ganaderas es
muy alto. La baja eficiencia productiva y el constante tratamiento farmacolégico sin
cronograma sanitario permite tomar medidas de contingencia y buscar nuevos
mecanismos de control con corrientes alternas como es la herbolaria y la
homeopatia. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto antiparasitario de
Artemisia cina 30 CH y A. cina en extracto etanodlico contra Haemonchus contortus.
El presente estudio se llevd a cabo en cinco experimentos: en primera medida se
realizé la caracterizacion bioquimica de la planta A. cina y del remedio homeopatico
A. cina 30CH. De acuerdo a la caracterizacion bioquimica de la planta se procedio
al fraccionamiento y busqueda de artemisininas (principio reportado como
antihelmintico). La evaluacion de la eficacia de las fracciones, del extracto etandlico
y del compuesto homeopatico se llevd a cabo por ensayos in vitro (ensayo de
inhibicion de la eclosion de huevos (IEH), desarrollo larvario, migracion larvaria y
explantes abomasales), e in vivo, durante una infeccién inducida e infeccién natural
por H. contortus. Los resultados obtenidos mostraron que las fracciones obtenidas
Ac3a, Ac3b, Ac3h, Ac3i, Acda obtuvieron picos congruentes con artemisininas
comerciales, la presencia de picos a 244.89 m/zy a 261m/z, permiten que la fraccién
sea activa in vitro: es decir, que posea efecto letal. Ademas, el compuesto
homeopatico A. cina 30CH y Albendazol mostraron eficacia de 100% en el ensayo
de IEH, la fraccion Ac3h mostré eficacia menor, 70%, pero efectiva. Las fracciones
Ac3e, Ac3h y el levamisol (antihelmintico), mostraron inhibiciéon de la migracion
larvaria (L3), el efecto es mayor cuando las larvas estan sin la segunda vaina y las
fracciones de artemisininas son activas (Ac3a, Ac3b, Ac3h y Ac3i). El efecto
inhibitorio de las artemisininas comerciales fue evidente en larvas sin vaina.

En la infeccién natural se determiné que A. cina 30CH y ABZ mostraron eficacia
antihelmintica sobre reduccion de HPG y sobre parametros productivos como es el
indice FAMACHA y el %VCA al dia 7 y 14. En el caso del ABZ, éste mejora los
parametros y disminuye drasticamente la eliminacién de huevos por gramo desde
el dia siete pos-tratamiento y se mantiene hasta el dia 28. En la infeccidn controlada,

se observo efecto sobre la reduccion de la eliminacion de HPG en el grupo tratado
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con A. cina, se observo efecto letal en el grupo tratado con albendazol. Se propone
a A. cina como un antihelmintico, sin embargo, se necesitan mas estudios para

determinar dosis letal y concentraciones efectivas en animales.
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Abstract.

The damage induced by gastrointestinal parasites in livestock production is so high.
Low production and constant medical treatment without medical schedule allows to
take contingency measures and new alternative mechanisms of control currents
such as herbolary and homeopathy. The aim of this study was to evaluate the effect
of Artemisia cina 30 CH and ethanolic extract of A. cina against Haemonchus
contortus. This study was conducted in five experiments: a first step was the
biochemical characterization of A. cina plant and homeopathic remedy. According to
the biochemical characterization, we searched artemisinins (reported as an
anthelmintic). The evaluation of the effectiveness of ethanolic extract fractions and
homeopathic compound was carried out by in vitro assays (inhibition egg hatch
assay (IEH), inhibition of larval development assay, inhibition larvae migration assay
and abomasal explants) and in vivo: in a controlled infection and natural infection
with H. contortus. The results showed that the fractions obtained Ac3a, Ac3b, Ac3h,
Ac3i, Acda are the same as artemisinin Sigma®, the presence of peaks: at 244.89
m/z and 261 m/z allow fraction is active in vitro: and there had lethal effect. Besides
homeopathic compound A. cina 30CH and ABZ showed 100% efficacy in the trial of
IEH, the Ac3h fraction showed lower (70%) efficiency, however, accepted by the
World Association of Parasitology. The Ac3e, Ac3h and levamisole fractions showed
inhibition of larval migration (L3), the effect is greater when larvae are
unsheathedand fractions of artemisinins are active (AC3A, Ac3b, Ac3h and Ac3i).
The inhibitory effect of artemisinin Sigma® was evident in unsheathed larvae. In
natural infection was determined that A. cina 30CH and albendazole showed
anthelmintic efficacy on reduction of EPG and production parameters such as:
FAMACHA and CPV index at day 7 and 14. In the case of ABZ, this improves the
parameters and decreases drastically EPG from day seven post-treatment and is
sustained over time until day 28. In the controlled infection effect was observed a
reduction of EPG in the group treated with A. cina. Lethal effect was observed in the
group treated with albendazole. A. cina is proposed as an anthelmintic, however,
more studies are needed to determine lethal doses and concentrations effective in

animals.
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Introduccion.

Las nematodosis gastrointestinales son un problema evidente en los sistemas de
produccion ovino bajo pastoreo, se manifiestan de manera evidente en animales al
destete, ya que la competencia de su sistema inmunoldgico se ve afectado por el

estrés y cambio de alimentacion (Santos y col., 2014).

El Haemonchus contortus es un nematodo que de acuerdo a Fader (2008)
representa uno de los mayores problemas a nivel productivo en corderos al destete
y en hembras con estado inmunoldgico comprometido. De acuerdo a Quiroz (2003),

se clasifica de la siguiente forma:

Filo: Nematelminto
Clase: Nematoda
Orden: Strongilidea
Superfamilia: Trichostrongyloidea
- Familia: Trichostrongylidae
- Género: Haemonchus

- Especie: Haemonchus contortus

El nematodo H. contortus tiene un ciclo directo, sus hembras son oviparas prolificas
y los huevos son eliminados en las heces bajo condiciones ambientales de 18 a
26°C y 80 a 100% de humedad. Asimismo, se desarrollan en el pasto como larva
tres (L3) 6 infectante en aproximadamente cinco dias; en condiciones frias puede
extenderse por un mayor periodo, semanas o meses. Después de la ingestion y
llegada al rumen, las larvas cambian de cuticula externa (muda) dos veces.
Posteriormente, se inicia el desarrollo como estadio endoparasitico, formandose la
lanceta oral, perforante que les permite la obtenciéon de nutrientes a través de la
sangre de los vasos que conforman la mucosa del abomaso. En aproximadamente

21 dias, alcanza su estadio adulto, migrando a la luz del abomaso, donde se
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mueven libremente en la superficie de la mucosa. El periodo prepatente es de dos

a tres semanas (Quiroz, 2003).

Los adultos se identifican por su tamafio entre 1.1 a 2.7 cm de largo.
Microscopicamente el macho presenta un lobulo dorsal asimétrico y espiculas con
ganchos. En las hembras se observan los ovarios blancos enrollandose en espiral
alrededor del intestino repleto de sangre. Ademas, puede presentar tres tipos de
procesos vulvares, liso, boton y lingliforme, o no presentar ninguno. El adulto forma

papilas cervicales en forma lateral (Meana y Rojo, 1999; Quiroz, 2003).

Durante la infeccién aguda, los animales muestran diferentes grados de anemia,
pérdida progresiva de peso, pueden llegar a presentar edema submandibular por
extravasacion de proteinas y hasta la muerte. En hemoncosis hiperaguda el animal
puede morir subitamente como consecuencia de una gastritis hemorragica grave
(Soulsby, 1987).

Debido a que la infeccidn por nematodos gastroentéricos es uno de los problemas
de salud mas importante en los sistemas de produccion de ovinos del pais, su
control se ha hecho principalmente con base en el uso de farmacos, algunos de los

antihelminticos mas utilizados y sus mecanismos de accidn son los siguientes:

Antihelmintico Mecanismo de accion

Lactonas macrociclicas | Se aislan de Streptomyces avermitilis. Su mecanismo
de accion se describe como neuroactivo, en los
receptores del acido gama amino butirico (GABA),
incrementan la permeabilidad de excitacion de las
membranas a iones cloruro (Turner y Schaeffer, 1989;
Campbell, 1991; Gill y col., 1994).

Bencimidazoles Actuan sobre la [ tubulina en la formacion de

microtubulos, estos permiten la formacion del huso

mitético, motilidad y secrecidn celular, absorcién y
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transporte celular, los dafios impiden la homeostasis e
inducen la muerte del parasito. Se ha descrito que
pueden inhibir al mismo tiempo la enzima fumarato
reductasa en el transporte de la glucosa, afectando el
metabolismo del parasito (Driscoll y col., 1989;
Fonseca, 2005; Molento, 2013; Saunders y col., 2013).

Imidazotiazoles Induce paralisis espastica por la liberacion de

(Levamisol) acetilcolina  sobre  receptores  nicotinicos vy
muscarinicos, ademas induce la inhibicion de la enzima
fumarato reductasa y la oxidacién del acido succinico
parasitario inhibiendo completamente el metabolismo
de carbohidratos (Molento, 2013).

Salicilanilidas Impiden la fosforilacién oxidativa a nivel mitocondrial. El
(Closantel) closantel se une a las proteinas plasmaticas para
permitir su transporte y por esta misma razon su vida
media en sangre es alrededor de 15 dias (Saunders y
col., 2013).

El uso excesivo e indiscriminado de los antiparasitarios quimicos ha favorecido la
aparicion de parasitos con resistencia a los antihelminticos (RA), en México. La RA
en ovinos referente a Haemonchus contortus se ha reportado por varios
investigadores (Campos y col, 1990; Campos y col., 1992; Gonzalez y col., 2003;
Torres y col., 2003a; Torres y col., 2003b; Nuncio y col., 2005; Montalvo y col., 2006;
Torres y col., 2007; Gonzalez y col., 2014) en diferentes entidades del pais como
Morelos, Puebla, Veracruz, Yucatan, Estado de México; esta problematica obliga a
utilizar otras opciones de control que sean eficaces, econdmicas, rentables y con
menor impacto al ambiente, éstas involucran el manejo del pastoreo, uso de razas
resistentes, control biolégico a través de hongos nematéfagos y nematodos de vida
libre como posibles depredadores, la aplicacion del sistema FAMACHA, la

administracién de particulas de cobre, la herbolaria y homeopatia (Knox y col.,2006;
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Martinez y col., 2007; Torres y col., 2008; Rocha y col., 2008; Molento, 2009), que
si bien de manera individual no muestran mayor impacto que el solo uso de los
farmacos, es de recalcar que el uso de dos 0 mas opciones en conjunto muestran
efectos positivos sobre la disminucion en la eliminacion de huevos del parasito
(Torres y col., 2008).

Una de las opciones disponibles comercialmente en el mercado es la homeopatia,
en este sentido, en 2013, la Ley General de Salud de México, titulo décimo segundo,
Control Sanitario de Productos y Servicios y de su Importacién y Exportacién, define
un compuesto homeopatico como toda sustancia o mezcla de sustancias de origen
natural o sintético que tenga efecto terapéutico, preventivo o rehabilitatorio y que
sea elaborado de acuerdo con los procedimientos de fabricacién descritos en la
Farmacopea homeopética de los Estados Unidos Mexicanos, en las de otros paises
u otras fuentes de informacion cientifica nacional e internacional, a los recursos
herbolarios como Los productos elaborados con material vegetal o algun derivado
de éste, cuyos ingrediente principal es la parte aérea o subterranea de una planta o
extractos y tinturas, asi como jugos, resinas, aceites grasos y esenciales,
presentados en forma farmacéutica, cuya eficacia terapéutica y seguridad ha sido

confirmada cientificamente en la literatura nacional o internacional.

La medicina homeopatica es un recurso terapéutico que aparecié en Europa a
finales del siglo XVIII, anterior a la introduccion del método experimental en
farmacologia y fisiologia, la teoria microbiana, celular, atdmica, de la evolucion y el
positivismo. Este método se originé a partir de los trabajos y observaciones del
médico aleman Samuel C. Hahnemann quien vivié de 1755 a 1843 (De Sagreda,
2006).

En una publicacion relacionada con la primera estrategia global sobre la medicina
tradicional, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2002), se informa que en
muchos paises desarrollados, las denominadas medicinas complementarias (MCA)

son muy populares; sefala diversos informes gubernamentales y no
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gubernamentales donde la proporcion de la poblacion que ha utilizado la MCA es

de 46% en Australia, 49% en Francia y 70% en Canada; asimismo, encuestas

realizadas a 610 médicos suizos demostro que 46% habia utilizado homeopatia.

La palabra homeopatia proviene del griego ornals=igual y pathos= pasion,

catastrofe, paso, sentimiento, enfermedad; es un método terapéutico con base

cientifica que persigue la curacion de las personas a través de determinadas

sustancias de origen natural (Ballester y col., 1999). La homeopatia plantea tres

principios basicos:

1.

Ley de semejanza o similitud (origen hipocratico, los semejantes se han
curados por lo semejante. Esta regla se utiliza como principio de tratamiento ya
que se aplica un remedio que induce los mismos sintomas de la enfermedad,
lo mas similar posible. Ballester y col. (1999) plantean que este principio crea
una reaccion de hipersensibilidad al cuadro inicial y permite un reinicio del

sistema inmune y su defensa.

Individualizacién del enfermo y no de la enfermedad. Como lo plantean
Ballester y col. (1999) con la homeopatia no se trata la enfermedad como tal,
es medicina para individuos, de esta manera puede haber varios medicamentos
para una misma enfermedad pero para diferentes individuos. Este postulado
plantea que para una terapia homeopatica s6lo se debe administrar un
medicamento a la vez, ya que si se induce dafio o cura no se sabra cual es el

responsable.

Dosis infinitesimales o microdosis de la sustancia activa: Con este principio
todos los medicamentos homeopaticos tienen una dosis Unica de
administracién en escala decimal, centesimal o milesimal. Este proceso se
llama potenciacion y se plantea, que entre mas potenciada sea una sustancia,

es mas eficaz y su efecto sera mas duradero (Ballester y col., 1999).
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Diluciones homeopéticas. La homeopatia requiere que el producto homeopatico sea
diluido para el maximo efecto. En este sentido, esta por debajo del numero de
Avogadro (numero de particulas elementales: atomos o moléculas en una mol de
sustancia: 6.02 x 10%%) a su vez, se han desarrollado técnicas para controlar la
concentracion, o disolucion, de las sustancias para crear los remedios
homeopaticos (Gebauer, 2002). Los productos homeopaticos parten de una base
mineral, vegetal o animal, pasan a una base alcohdlica por un mes y a esto se llama
una solucién madre, en 1819 Hanneman tomdé una gota de esta solucién madre y la
diluyé en 99 gotas de alcohol puro, la dinamizé 100 veces y obtuvo la primera
centesimal (1 CH), asi continud las sucusiones, actualmente de esta manera se
potencia una sustancia homeopatica (Lépez, 1999) Estas sucusiones se utilizan de

igual forma para humanos y animales.

Existen remedios homeopaticos que consisten de pequefas pastillas blancas de
azucar de leche que han absorbido la solucién potenciada, llamadas glébulos y
microglobulos (en dilucion C-200). Otros remedios se encuentran en forma de
solucion para gotas e inyectables, comprimidos y cremas para usar externamente
(Cuesta, 1998).

Existen dos tipos de remedios, los isopaticos y los nosodes. Los isopaticos se hacen
de la sustancia real que causa la enfermedad, por ejemplo, una solucion
homeopaticamente preparada (conteniendo cero moléculas de pelos de gato),
podria usarse para tratar la alergia a los gatos (Gebauer, 2002). Los remedios
nosodes, que se elaboran de tejidos de animales infectados o secreciones

corporales o del agente etiologico (Barros, 1977).

Posibles mecanismos de accion. Existe gran controversia acerca del mecanismo de
accion de los remedios homeopaticos, entre ellos el componente inmunoldgico: es
decir, el producto homeopatico se convierte en un antigeno que estimula la
respuesta inmune del individuo y genera sus propios anticuerpos para proteccion

(Barros, 1977). Se asume que la primera linea de defensa monocitos/macrofagos
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ligan al complejo mayor de histocompatibilidad y se hacen reconocibles a los
linfocitos y se convierten en Th3 reguladoras y favorecen la formacion de
inmunoglobulinas (Ballester, 1999). Esta teoria sbélo se puede aplicar para
diluciones que van desde la 1 CH hasta la 14 CH porque de ahi en adelante ya no

existe presencia de principio activo (Gebauer, 2002).

Otra teoria admitida son las propiedades fisicas y electromagnéticas del agua que
permiten tener memoria de un principio, aunque se encuentre en altas diluciones,
sin embargo, este principio no ha sido demostrado mas que admitiendo que las

sucusiones estan por debajo del numero de Avogadro (Calleja, 2002).

Por otra parte, la medicina tradicional basada en la herbolaria se ha pasado entre
generaciones y se han hecho pocos estudios de la actividad real de las plantas. En
este sentido, se debe combinar la opinién popular con los datos reportados de
componentes de plantas estudiadas; la clasificacion del uso de una planta se divide

en cuatro niveles (Schillhorn van Veen, 1997; Mathias, 2004):

1. Nivel minimo: No existe informacién de la planta a estudiar.

2. Bajo nivel: No existe informacién de la planta como tal, sino de plantas de la
misma familia, puede validarla el hecho de que se use en otros ramos.

3. De nivel medio: Ademas de los datos etnobotanicos, hay informacion fitoquimica
o farmacoldgica y de su eficacia.

4. De alto nivel: Si la etnobotanica y datos farmacolégicos son consistentes con el
uso popular de la planta, su uso se clasifica en el nivel mas alto de validez y es

considerado eficaz.

Por medio de un estudio transdisciplinario, pues en su marco teérico—practico se
busca instaurar vinculos de las partes con el todo, Lans y col. (2007) mencionan
que Artemisia cina, A. vulgaris, A. annua, Echinacea purpurea y la Mentha piperita

poseen efecto antihelmintico para su uso en medicina etnoveterinaria.

20



Lans (2011) revisé plantas utilizadas como antihelminticos en pequenos rumiantes
como el ajo, la cebolla, menta, nueces, eneldo y perejil, todo utilizado para
parasitismo gastrointestinal. Van der Gaag y col. (2005) y Lans (2011) muestran que
Artemisia spp.se utiliza para el tratamiento de los animales infectados con parasitos

en sangre, tales como Plasmodium sp. yTrypanosoma sp.

Por su parte, Bhakuniy col. (2011) y Ferreira y Janick (2009) mostraron que después
del aislamiento de diferentes partes de la planta, los compuestos responsables de
la actividad de A. annua (planta de la misma familia que A. cina): son los
sesquiterpenoides, flavonoides, cumarinas, triterpenoides, compuestos esteroides,
fenoles, purinas, lipidos y alifaticos, que confieren una alta actividad antioxidante.
Entre esos metabolitos, la artemisinina (quinghaosu: medicamento antimalarico de
origen chino), una lactona sesquiterpena que es considerada como el principal
componente activo de la planta (Klayman, 1985), contiene el grupo peréxido
esencial para su actividad. Esa lactona es facilmente metabolizada formando
dihidroartemisinina, su principal derivado con mayor actividad (Van Agtmael y col.,
1999). De acuerdo a lo informado por Cala (2010), otros derivados de artemisinina,
con estructura bastante semejante, como la deoxiartemisinina son completamente

inactivos.

El nivel de concentracion de artemisinina en la planta puede variar dependiendo de
las condiciones de cultivo, variacion estacional y geografica. En general artemisinina
esta presente entre el 0.01 y 0.4% en hojas y flores de la planta seca (Van Agtmael
y col., 1999). La artemisinina es considerada una potente droga antimalarica contra
Plasmodium falciparum y otros parasitos causantes de malaria humana resistentes

a cloroquina y quinina (Heppner y Ballou, 1998; Cala, 2010).

Avalando la actividad antihelmintica, Igbal y col. (2004) observaron que en ovinos
con una infeccion mixta por nematodos gastroentéricos (H. contortus, Teladorsagia
spp.) hubo una reduccion del 67.2% en la excrecion de huevos a los 14 dias

después de haber recibido un extracto acuoso de A. brevifolia en dosis de 3.0 g/kg
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de peso vivo (pv). En evaluaciones in vitro sobre adultos de H. contortus, Igbal y col.
(2004) verificaron una paralisis completa y mortalidad seis horas después de la
exposicion de los extractos acuosos y metandlicos de A. brevifolia. En 2009 Tariq y
col. mostraron la eficacia antihelmintica del extracto bruto acuoso y extracto bruto
etandlico de las partes aéreas de A. absinthium, contra nematodos
gastrointestinales en ovinos. Asimismo, con otra prueba in vitro observaron un
73.6% y 94.7% de inhibicion de la motilidad de adultos de H. contortus para los dos
extractos, respectivamente. Constataron que el extracto etandlico es tan eficaz
como el albendazol, hubo una reduccion del 90.5% en la eliminacion de huevos en
las heces de ovinos, con una dosis de 2.0 g/kg pv a los 15 dias postratamiento. A la
dosis de 1.0 g/kg pv la reduccion fue de 82.8% en el mismo periodo postratamiento,
demostrando que el extracto bruto acuoso tiene una menor actividad en
comparacion con el extracto bruto etandlico con las mismas dosis, con una maxima

eficacia en la reduccion de huevos por gramo en heces de 80.5%.

Segun Golenser y col. (2006), los mecanismos de accion atribuidos a la artemisinina
incluyen interferencia en las proteinas de transporte en la funcion mitocondrial del
parasito, modulacién de la funcion inmune del hospedador e inhibicion de la

angiogénesis.

El estudio farmacocinético de la artemisinina en caprinos realizado por Cala (2010)
muestra que la dihidroartemisinina es el principal metabolito activo de la
artemisinina, ésta es detectada en el plasma cuatro horas después de la
administracién oral de la dosis de 23 mg de artemisinina/kg pv, con un pico 12 horas
después. En las heces, la concentracion no absorbida de artemisinina en las
primeras 24 horas fue de 2.4 ug/g y disminuyo rapidamente 30 horas después. Se
observd que la mayor parte de la artemisinina fue eliminada en las heces: este
hecho probablemente impidié que la artemisinina administrada por via oral lograra

los niveles sanguineos deseados.
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La administracién de dihidroartemisinina por via oral a las dosis de 10, 20 y 30 mg/kg
pv en conejos y 20 mg/kg de peso vivo en perros, no presento toxicidad en ninguno
de los experimentos (Zhao y Song, 1990). Boareto y col. (2008) mostraron el efecto
de artemisinina en dosis crecientes de 7.3 y 70 mg/kg pv/dia sobre diferentes
periodos de la gestacion en ratas Wistar (7 a 13 y de 14 a 20 dias), se observo la
toxicidad para todos los periodos de tratamiento, con menos sensibilidad en
estadios mas avanzados de gestacion. A dosis de 35 e 75 mg/kg causaban
porcentajes elevados de pérdidas después de la implantacion, se concluyo que la
administracién oral de la artemisinina puede afectar estos estadios y el propio
desarrollo gestacional en ratas. Asi muestra que la toxicidad y la eficacia de la
artemisinina y de dihidroartemisinina dependen del tiempo de exposicion y de su

concentracion en sangre (Zhao y Song, 1990; Boareto y col, 2008).
Normas Mexicanas para la administracién de herbolarios y homeopaticos.
La norma Oficial Mexicana NOM-012-ZO0-1993 rige las especificaciones para la

regulacion de productos quimicos, farmacéuticos, biolégicos y alimenticios para uso

en animales o consumo por estos.

Justificacion.
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El panorama actual de resistencia antihelmintica en ovinos, mostrada por varios
autores desde 1990 en México a diferentes familias de bencimidazoles, lactonas
macriciclicas, levamisol, closantel impiden el control eficaz de las nematodiasis

gastroentéricas.

Este problema se ha tratado de mitigar con la investigacion y uso in vitro e in vivo
de moléculas de origen vegetal como las plantas: derivado de ellas: flavonoides,
cumarinas, terpenoides; recurriendo también a plantas de medicina tradiciona:
epazote, Artemisia mexicana, papaya; minerales: como particulas de cobre;
depredadores naturales como hongos nematoéfagos (Arthrobotrys oligospora.,
Duddingtonia flagrans), nematodos canibales como Dorylaimidos, Mondnquidos y
Diplogastéridos, bacterias antagonistas de nematodos (Bacillus thuringiensis,

Pasteuria penetrans).

Debido a esta panoramica el uso de la homeopatia: concebida como medicina
tradicional y extractos en diferentes solventes es indispensable. Este trabajo
mostrara el efecto de Artemisia cina en preparacion homeopatica como
antihelmintico sobre huevos, larvas y adultos observando de manera completa la
eficacia sobre todos los estadios de desarrollo del parasito mas importante en
producciones ovinas: Haemonchus contortus.

Ademas se realizara el extracto etandlico de Artemisia cina y se fraccionara en
moléculas, para determinar cual es eficaz sobre huevos y larvas de Haemonchus
contortus, abriendo un panorama de posibles moléculas puras antihelminticas con

eficacia minima del 80%.
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Hipotesis de investigacion.

Existe efecto antihelmintico de Artemisia cina en extracto etandlico y en preparacion

homeopatica 30CH a infecciones por Haemonchus contortus en ovinos.
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Objetivos de investigacion.

Objetivo general.

Evaluar el efecto antiparasitario de Artemisia cina 30 CH y A. cina en extracto

etanolico contra Haemonchus contortus (huevos, larvas y adultos) en ovinos.

Objetivos especificos.

v Cuantificar artemisininas en el extracto etandlico de A. cinay en el preparado
de A. cina a la 30CH.

v Fraccionar el extracto etandlico de A. cina para obtener moléculas puras.

v Evaluar la eficacia de A. cina 30CHy de las fracciones del extracto etandlico
de la misma planta en las pruebas in vitro de eclosion de huevos, desarrollo

larvario, migracion larvaria y explantes abomasales con H. contortus.

v' Evaluar el efecto de A. cina 30 CH en una infeccion natural con nematodos

gastroentéricos (Haemonchus contortus y Teladorsgia spp.).

v' Evaluar el efecto de A. cina 30CH vy el extracto etandlico de A. cina en una

infeccidon controlada con adultos de H. contortus.
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Materiales y métodos

Localizacion.
Los experimentos se llevaron a cabo en los Laboratorios 3 y 5 de la Unidad de

Investigacion Multidisciplinaria de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan,

ademas en el Centro de Investigaciones Cientificas de Yucatan.
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Experimento I: Caracterizacion bioquimica de Artemisia cina.

El producto homeopatico Artemisia cina 30CH fue caracterizado bioquimicamente
para determinar la presencia de posibles proteinas o fracciones con potencial

antihelmintico. A continuacion se describen las técnicas realizadas.

Materiales y métodos.

Determinacién de metabolitos de A. cina.

Se utilizaron cuatro técnicas:

Técnica de espectrofotometria infrarrojo cercano (Near InfraRed, NIR).

La técnica de NIR, puede mostrar diversas bandas de moléculas comprendidas
entre 700 y 3,500 nm, La técnica de NIR, se utiliza para la determinacion de

moléculas en agua, alcoholes, aminas e hidrocarburos.

En el presente estudio, se tomaron muestras de A. cina 30CH en el contenedor del
espectroscopio y se coloco en el rayo de infrarrojo cercano NIR (FOS NIR SYSTEM
modelo 6500 II), se utilizé6 un software (Vision, 3.0) para analizar las siguientes
muestras: agua, alcohol, A. cina 30CH, se determinaron las bandas de diferencias
a nivel de 270 y 290 nm y se compararon con los metabolitos notificados de

artemisininas a 270 nm (Lopez y col., 2009).

Espectrometria de masas.

La espectrometria de masas es una técnica que detecta bandas a muy baja longitud
de onda desde 0 a 400 nm. Determina estructuras organicas, ademas de ello,
obtiene iones a partir de moléculas organicas en fase gaseosa, una vez obtenidos
los iones, se separan de acuerdo con su masa y su carga. Una imagen de
espectrometria de masas es una informacién bidimensional que representa un

28



parametro relacionado con la abundancia de los diferentes tipos de iones en funcién

de la relacion masa/carga de cada uno.

El extracto etandlico, la presentacion homeopatica y las fracciones obtenidas de A.
cina se mezclaron con un vehiculo de acido formico y metanol grado HPLC (High
Performance Liquid Cromathography- fase reversa) para determinar la presencia de
artemisininas, se colocaron en el espectrometro de masas bajo las siguientes
condiciones, velocidad de cono de 70, Sm (Mn 2*0.75), ademas se realiz6 barrido
desde 20 hasta 400 m/z.

Determinacion de proteinas de Artemisia cina.

Gel de Poliacrilamida para Electroforesis con SDS- PAGE-SDS.

La confirmacién de las posibles proteinas contenidas en el extracto de A. cina se
realizé en geles de poliacrilamida al 5% y 12% con duodecil sulfoxido (agente
reductor, SDS) al 10%. Los geles fueron visualizados con azul Coomasie (Sigma-
Aldricj, St Louis Missouri, USA).

Se analizaron muestras control y de A. cina a las concentraciones de 5CH, 10CH,
15CH, 20CH, 25CH y 30CH.

Estimacién de proteinas por el método de Bradford.

La cuantificacién de proteinas de A. cina se realizo utilizando la técnica de Bradford
(1976). Se determind la concentracion de proteina a las muestras control con
albumina y muestras de A. cina a las concentraciones de 5CH, 10CH, 15CH, 20CH,

25CH y 30CH.

Analisis estadistico.
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Se realizé una regresion lineal para el ensayo de Bradford.

Resultados y discusion.

En el espectroscopio de infrarrojo cercano existieron bandas de diferencia a la altura
de 1,790 a 1,859 nm de A. cina, indicativo de una diferencia composicional, de igual

manera ocurrié a 1,376 y 1,445 (circulos morados en la fig. 1)

Se obtuvo un espectro con una banda a 1,859 nm con alta intensidad (0.72), este
espectro es parecido al agua, lo cual muestra la memoria que tienen los compuestos
con el agua y el planteamiento homeopatico de diluciones (Rodriguez, 2001). Las
bandas de diferencias denotadas con circulos en morado mostraron las diferencias
entre el agua, el alcohol al 96%y la presentacion homeopatica de A. cina a la 30CH.
Estos hallazgos contradicen lo que se propone en la doctrina homeopatica, donde
se afirma que a diluciones mayores de 12CH ya no se encuentra rastro de
moléculas. Sin embargo, la teoria de memoria del agua demostré lo contrario
(Eizayaga, 2012).

Figura 1. Diferencia conformacional entre moléculas de Artemisia cina 30CH y
agua.
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Los circulos en color morado muestran las diferencias conformacionales, el color
rosa sefala a la A. cina 30 CH, el negro al agua y el color amarillo las moléculas

que conforman el alcohol al 96%.

Las graficas obtenidas mostraron una diferencia a 2,204 hasta 2,411 nm respecto
al agua, lo cual reafirma lo anterior, existe una diferencia de bandas y se puede
encontrar un principio activo (fig. 2). La banda que rodea el circulo morado muestra
una intensidad de onda menor sobre el espectro del agua, esto indica que a la 30
CH se encontrd un espectro, se asume que las moléculas de A. cina 30 CH se

combinaron con las moléculas de agua y por ello las bandas sobrepuestas.
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Figura 2. Diferencia conformacional entre moléculas de Artemisia cina 30CH y

agua en primera derivada.
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El circulo en morado senala las diferencias conformacionales entre los dos

compuestos. La linea azul corresponde a A. cina 30 CH y la roja al agua.

En la electroforesis (PAGE-SDS): Con el objeto de identificar la posible presencia
de proteinas derivadas de los compuestos homeopaticos en estudio, se realizé un
analisis por PAGE- SDS. La muestra de A. cina: no se mostré bandas de proteina
de bajo o alto peso molecular. Posiblemente los principios de un compuesto
homeopatico conformado por alcoholes, degradan las proteinas de A. cina, las
cuales quedaron por debajo del numero de Avogadro (en un mol de una sustancia
cualquiera, su dimensién es de 6.022 *10%%) (Mufioz y col., 2003). Ademas de ello,
el concentrado proteico podria haber estado en muy baja proporcion, por lo que se
decidio realizar el ensayo de Bradford donde se encontré una baja concentracion
de proteina a la 10CH (figura 3), que concuerda con los principios homeopaticos,

donde un compuesto tiene rastros por debajo de 12CH (Montserrat, 2013).
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Figura 3. Estimacion de proteina de Artemisia cina 30 CH
por el método de Bradford.
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Por medio de espectrometria de masas se encontré la presencia de artemisininas
en las fracciones obtenidas del extracto etandlico (anexo 3). Los picos encontrados
en el barrido de artemisininas Sigma®, concordaron con las fracciones Ac3a, Ac3b,

Ac3h, Ac3i, Ac4a, sefialadas al igual con flecha roja a nivel de 244m/z.

Los barridos obtenidos con el homeopatico de A. cina 30 CH mostraron que a
286m/z tuvieron parecido con el peso molecular reportado de 287 g/mol, sin
embargo, cuando se realizé el barrido de artemisininas Sigma® no se observo la

misma banda de diferencia.

La fraccion Ac3a mostréo dos picos altos de los cuales uno coincidié con las
artemisininas Sigma® a 244.95m/z, de igual manera, la fraccién Ac3b tuvo un

espectro parecido.

La fraccion Ac3i mostrd un pico congruente con las artemisininas Sigma® a 244.89

m/z, sin embargo, tuvo otros compuestos en gran cantidad que no se determinaron.

La Ac4a por cromatografia mostro tener artemisininas, sin embargo, se observé que
al compararla con artemisininas Sigma® obtuvo un pico a 244m/z donde
coincidieron, pero el pico observado a 261.29m/z no tuvo artemisininas Sigma®,

ademas de ello, esta fraccién tuvo un pico a 277m/z, una molécula aun desconocida.
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Los resultados obtenidos en el infrarrojo cercano muestran el principio de
quimiometria (Garcia y col., 2013) que a nivel de 2,204 existe una combinacién de
bandas de grupos funcionales con enlaces N-H (CONHR), enlace RNH2 que
pueden ser aminas o amidas, enlace C=0 (CHO) que se atribuyen a aldehidos,
cetonas, acidos carboxilicos y ésteres, asi como un enlace CH, CH2 Y CH3 que se
puede inferir como alcano, alqueno, alquino. Estos resultados se aproximan a la
composicidon molecular del principio activo, sin embargo, no es un resultado
definitivo. Estas bandas (figura 1 y 2), segun lo reportado por Sun (2009), se
calculan a partir de las masas de los atomos y de la constante fuerza del enlace
entre ellos. La diferencia existente en 1,307 a 1,445 probablemente se observo a

diferencias entre grupos nitroderivados.

La concentracion de proteina en la muestra de A. cina 10 CH concuerda con lo
reportado por Eizayaga (2012). Las concentraciones homeopaticas hasta la 12 CH
detectan metabolitos proteicos, de ahi en adelante ya no es detectable, sin
embargo, al realizar el barrido con espectrometro de masas se observan picos que
concuerdan con la notificacién de Alejos (2011) donde Artemisia annua, planta de
la misma familia que A. cina (Asteraceae) posee el principio activo reportado como
antihelmintico, las artemisininas, que tienen un peso molecular de 287 m/z, asi que

se realizdé un barrido de 280 a 290 m/z.

Asimismo, no se observaron concentraciones de proteina en los geles de
poliacrilamida, estos hallazgos concuerdan con lo reportado por Rodriguez (2001)
quien menciona que un medicamento homeopatico mantiene su memoria en el
agua, mas no tiene como tal un principio activo medible. Ademas Eizayaga (2012)
afirma que a concentraciones superiores a 12CH ya no se encuentra rastro del
principio activo. El peso molecular de las artemisininas es de 287 g/mol (Kim y col.,
2014), se encontrd en el producto homeopatico y en el extracto etandlico de A. cina,
a diferencia de las fracciones se obtuvo un derivado sintético de menor peso

molecular que coincidié con las artemisininas sintéticas.

34



Los picos que se observan a nivel de 244m/z y 261m/z en los espectros de masas,
se atribuyen a artemisininas, pero la presencia y concentracion de ellos parece
determinar la actividad letal in vitro. De esta manera, cuando el pico de 261 es mas
alto que el 244 la fraccion posee un efecto letal, pero cuando es opuesto, la fraccion

ya no es activa (Trigg, 2011).

Las artemisininas encontradas en este estudio con el extracto etandlico y en el
homeopatico de A. cina fueron reportadas en A. annua en estudios realizados por
Yuan y col. (2014) quienes afirman que la molécula de artemisinina puede
encontrarse de forma diferente, es decir, como alcohol artemisinico, aldehido
artemisico, aldehido dihidroartemisinico, acido dihidroartemisinico o acido
artemisinico y cada forma dara un barrido diferente en el espectrémetro de masas.
En este estudio no se determiné en qué conformacion se presenté y probablemente
el solvente utilizado pudo haber cambiado la forma de la molécula y de esta forma,

mostro barrido diferente de artemisininas de referencia ante el espectro de masas.
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Experimento Il: Fraccionamiento derivado del extracto
etandlico de Artemisia cina para obtener moléculas
puras.

Materiales y métodos.

La metodologia base se realiz6 siguiendo la descripcion de Giang y col. (2013) para

el fraccionamiento del extracto etandlico de A. japonica. Anexo 5.

Resultados y discusion.

Se comparé artemisininas comercial, como referencia con el extracto etandlico. Los
resultados muestran que la combinacién hexano y acetona en proporciones de

80:20 siendo éste el mas eficaz.

De la particién liquido-liquido (combinacion de dos moléculas inmiscibles, metanol
y hexano, de forma que las moléculas polares se mezclan con el metanol y las no
polares con el hexano) se obtuvieron dos fracciones, hexanica (Ac1a) y metandlica
(Ac1b). De la fraccidon hexanica se obtuvieron a su vez, cuatro fracciones (Ac2a,
Ac2b, Ac3b y Ac4b) por columna de VLC (columna de cromatografia al vacio) con
tonsil; de éstas la fracion Ac2b se obtuvo rastro de artemisininas por cromatografia
en capa fina. Posteriormente se realizé una columna de gravedad obteniéndose asi

catorce fracciones, identificadas como Ac3a hasta Ac3n (cuadro 1).

Cuadro 1. Subfracciones colectadass de la separacion de Artemisia cina por

columna de gravedad de la fraccién Ac2b.

Fraccion Nomenclatura Peso (mg)
1-14 Ac3a 2.8
15- 41 Ac3b 14
42- 44 Ac3c 6.9
45 Ac3d 0.7
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46- 49 Ac3e 1.3
50 Ac3f 1.5
51- 53 Ac3g 1.2
54- 55 Ac3h 0.7
56 Ac3i 8.8
57 Ac3j 13
58 Ac3k 27.9
59 Ac3l 8.8
60- 61 Ac3m 3
62 Ac3n 1.6

De esas fracciones, Ac3k y Ac3m mostraron bandas de artemisinina, se les realizé
una placa preparativa, obteniendo con ello cuatro fracciones, Ac4a, Ac4b. Ac4c y

Ac4d; de ellas Ac4a mostro ser artemisinina (cuadro 2).

Cuadro 2. Fracciones de Artemisia cina obtenidas por medio de la placa preparativa

realizada de la fraccion Ac3k y Ac3m.

Fraccion Peso
Acda 8.9
Ac4b 17.9
Ac4c 0.1
Ac4d 0.1

De la fraccion metandlica (de la particién liquido-liquido) se obtuvieron cinco

fracciones (cuadro 3).

Cuadro 3. Fracciones obtenidas de la separacion de Artemisia cina por medio de

particion liquido- liquido en solvente metandlico.

Fraccién Peso (mg)
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Acb2a 1416.8
Acb2b 400.2
Acb2c 1235.6
Acb2d 61.2

Total 9936.3

Se demostro que A. cina tiene pequefias cantidades de artemisininas, como también
lo afirma Wang y col. (2014) donde A. annua planta de la familia Asteraceae usada
en la medicina tradicional china y en su contenido tiene una lactona sesquiterpénica
endoperoxida que cual denominaron artemisinina y se le ha prestado gran atencion
por su efecto antimalarico (Rong Liu y col., 2012). Esta se encuentra en muy pocas
cantidades en plantas que crecen en el tropico y subtropico, sin embargo, no se
puede conocer la forma en que se encuentra, ya que segun lo reportado por Yuan
y col. (2014), la artemisinina puede estar como alcohol artemisinico, aldehido
artemisico, aldehido dihidroartemisinico, acido dihidroartemisinico o acido
artemisinico; dependiendo su presentacion es su actividad. En este estudio no se
determind la forma en que se presentd, sin embargo, se demostré la presencia de

este principio.

Se observaron varias bandas de diferente peso molecular que con estudios mas
detallados como resonancia magnética se pueden dilucidar, sin embargo, segun lo
descrito por Giang y col. (2013) mas de 500 especies del género Artemisia
contienen gran cantidad de compuestos, entre ellos terpenoides, flavonoides,
cumarinas, acidos cafeoilquinas poliacetilienos con variaciones oxidativas o
estereoquimicas, que son probablemente los mismos compuestos que se separaron

en este trabajo pero que no se dilucidaron.

La metodologia empleada mostré ser éptima con hexano:metanol, separandose la
mayor cantidad de compuestos presentes por polaridad, no se identificaron los otros
componentes en la planta. En un estudio similar, Giang y col. (2013) mostraron que

el mejor mecanismo para separar los compuestos de A. japdnica era con N- hexano,
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diclorometano y acetato de etilo, este estudio buscaba separar terpenos isémeros
a las artemisininas y por ello su sistema era encaminado a separar mejor los
compuestos no polares. Para este estudio, la separacion de compuestos polares y
no polares (hexano:metanol) permitié determinar en cual fraccién se encontraban

las artemisininas.

Giang y col. (2013) informaron que las artemisininas se encontraban envueltas en
otros compuestos a los que ellos denominaron 2, 3y 7, 8 los cuales los denominaron
mezclas irresolubles. Este trabajo demostré artemisininas por medio de
cromatografia en capa fina artemisininas no ligadas a otro compuesto, ya que la
formacion de bandas que se encontraron fueron nitidas y en la placa preparativa el

compuesto se separo6 de forma facil y rapida.

Los compuestos clorofilicos del extracto etandlico se retiraron por medio de tonsil
por una columna de gravedad al vacio, este proceso es rapido y facilita la
separacion, ademas de ello no altera los compuestos presentes en el extracto. La
separacion propuesta por Megdiche y col. (2015) de los compuestos clorofilicos y
los compuestos grasos conlleva adicionar 1,000ml de éter de petrdleo. Este proceso
puede cambiar la conformacion de algunos compuestos. Esos autores colectaron el
restante en metanol por 24 horas a temperatura ambiente, en este trabajo se
recolecté en hexano y se dejo secar a temperatura ambiente hasta liofilizar. El uso
de cualquiera de los dos compuestos es valido, como lo reporta Meia y col. (2014),
el hexano y el metanol pueden colectar muestras, el uso depende dela polaridad de

la molécula con la que se esté trabajando.
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Experimento lll: Evaluacion del efecto letal de Artemisia cina 30
CH y de las fracciones del extracto etandlico en la inhibicion de la
eclosion de huevos, desarrollo larvario, migracién larvaria y
explantes abomasales de Haemonchus contortus.

Material y métodos.

Las pruebas in vitro o bioensayos se realizaron siguiendo los protocolos citados por
Coles y col. (1992), Zhu y col. (2013), Rialch y col. (2013) y Carvalho y col. (2012).
La obtencidon de material biolégico derivado de Haemonchus contortus se describe

a continuacion:
Larvas y huevos de Haemonchus contortus.

Los huevos de H. contortus se obtuvieron por via rectal de las heces de un cordero
donador, infectado experimentalmente con 5,000 Ls. Se colectaron muestras para
el cultivo de huevos y obtencién de las L3 a los 21 dias posinfeccion (Van Wyk y
Mayhew, 2013). El manejo del cordero se realiz6 conforme a los lineamientos del
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Experimentacién de
la Facultad de Estuidos Superiores Cuautitlan de la Universidad Nacional Autonoma
de México (CICUAE-FESC-UNAM). Esos animales se alojaron en un corral con piso
de cemento, se les administré alimento balanceado y tenian acceso al agua ad

libitum.
Ensayo de inhibicion de la eclosién de huevos (IEH).

Esta técnica se realizé siguiendo las recomendaciones de Coles y col. (1992),
Carvalho y col. (2012), Zhu y col. (2013) y Rialch y col. (2013).

Se aplicaron en placas de 96 pozos con tres repeticiones cada una, los tratamientos
Artemisia cina 30 CH (20 L), agua (20 uL), albendazol (ABZ) (300 mg/ml), alcohol
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etilico (20 uL), sélo huevos 20 uL y las fracciones Ac3a, Ac3b, Ac3e, Ac3h, Ac3k y

Ac4b de artemisinina (1 mg/ml de cada una).

La metodologia empleada se puede ver con detalle en el anexo 4.

Ensayo de desarrollo larvario (EDL).

La técnica se realiz6 siguiendo la descripcion de Costa y col. (2008), Tadesse y col.
(2009) y Zhu y col. (2013) (anexo 5).

Se trataron las L1 de H. contortus con A. cina 30 CH (20 uL), agua (20 pL), ABZ (300
mg/ml, 20 pL), alcohol al 92% (20 L)y las fracciones Ac3a, Ac3b, Ac3e, Ac3h, Ac3k

y Ac4b de artemisinina (1 mg/ml de cada una). Se Incubaron seis dias a 27° C.
Ensayo de inhibicion de migracion larvaria (LMIA).

La técnica se efectud de acuerdo a lo descrito por Rothwell y col. (1993), Rabel y
col. (1994), Lloyd (2000), Bizimenyera y col. (2006), Hernandez y col. (2011) y Zhu
(2013) (anexo 6).

Se aplicaron los tratamientos con tres repeticiones de A. cina 30 CH (20 uL), agua
(20 uL), ABZ (300 mg/ml, 20 uL), alcohol etilico (20 uL), sélo huevos (20 uL) y las
fracciones Ac3a, Ac3b, Ac3c, Ac3d, Ac3e, Ac3f, Ac3g, Ac3h, Ac3i, Ac3j, Ac3k, Ac3l,
Ac3m, Acda, Ac4b, Ac4c y Ac4dd de artemisinina (0.1 y 1 mg/ml de cada una). Se
incuban por tres horas a 28°C.

Ensayo de inhibicion de migracion larvaria con larvas desnudas (LMIA).

Se empled la técnica descrita por Rabel y col. (1994) (anexo 7).
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Las larvas 3 desnudas de H. contortus se expusieron, con tres repeticiones cada
una, a A. cina 30 CH (20 pL), agua (20 uL), ABZ (300 mg/ml, 20 uL), alcohol etilico
al 92%, (20 L) y las fracciones Ac3a, Ac3b, Ac3e, Ac3h, Ac3k y Acdb de

artemisinina (0.1 y 1 mg/ml de cada una).

Explantes abomasales.

Se realizé segun la técnica descrita por Jackson y col. (2004) (anexo 8).

Se colocaron alrededor de 2,500 larvas 3 de H. contortus en tubos y se distribuyeron
asi: testigo, levamisol (7.5 mg/ml), artemisinina Sigma® (1 mg/ml), Ac3k (1 mg/ml),
Ac3b (1 mg/ml), Ac3a (1 mg/ml), Ac3h (1 mg/ml), Ac3i (1 mg/ml), Acdb (1 mg/ml).

Analisis estadistico.

Se realiz6 un ANOVA multifactorial por medio del programa Statgraphics® para

cada experimento.

Resultados y discusion.

A través del ensayo de inhibicién de la eclosion de huevos (IEH) se obtuvo un efecto
letal del 91.6% con ABZ y del 72.9% con la A. cina 30 CH, existiendo diferencias
significativas (p< 0.05) entre esos tratamientos. También encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre el ABZ y A. cina y el agua (p< 0.05). Ni el agua:
2.47%:; alcohol etilico al 92% con 20.15%.

Al evaluar las seis fracciones de artemisinina mediante la prueba de IEH, se
demostro que el efecto letal de la fraccion Ac3h fue similar al ABZ (p> 0.05) con una
letalidad de 72.7% (fig.6).
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Figura 4. Inhibicién de Haemonchus contortus en el
ensayo de eclosion de huevos (IEH) (EEM).
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Ensayo de desarrollo larvario.

El mejor efecto letal lo tuvo el ABZ con 94.8%, siendo superior (p< 0.05) al obtenido

con la A. cina (76.2%). Ambos fueron diferentes (p< 0.05) al alcohol y agua.

En cuanto a las fracciones, se encontré que la artemisinina de Sigma® impide el
desarrollo larvario solo se obtuvo un 27.7% de L1 de H. contortus; no hubo un efecto
significativo respecto a los testigos controles (p> 0.05). La fraccion Ac3e no mostrd
efecto letal (p>0.05), sin embargo, mostré6 el mismo efecto hallado en las
artemisininas. No se encontr6 efecto letal con las fracciones en este ensayo (p>

0.05), pero si se encontré diferencia entre las fracciones y el ABZ (p< 0.05).
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Figura 5. Inhibicion de Haemonchus contortus en el
ensayo de desarrollo larvario (IDL). EEM.
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Ensayo de migracion larvaria.

No se encontr6 migracion de las Ls de H. contortus tres horas después del
tratamiento con levamisol, hubo un efecto letal evidente y se encontraron diferencias
significativas (p< 0.05). En cuanto a A. cina se encontré que el 35.5% de las larvas
migraron (p< 0.05). Los testigos como el agua mostraron una migracion de 92% vy
con PBS una migracion de 94.1%, no se encontraron diferencias significativas entre
ellos (p>0.05).

Las fracciones de artemisinina (Ac3h, Ac3b, Ac3e y Ac3a) inhibieron la migracién

larvaria (p> 0.05).

No hubo diferencias entre los controles de agua, alcohol y PBS (p> 0.05) (fig. 8).

44



Figura 6. Inhibicion de Haemonchus contortus
en el ensayo de migracion larvaria (IML). EEM.
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Ensayo de migracién larvaria con L3 sin vaina.

Se observé un efecto letal de todas las fracciones (p< 0.05), se observé inhibiciéon
de la migracion con artemisininas. Las fracciones Ac3a, Ac3b, Ac3e, Ac3h y Ac3i

mostraron inhibicion de la migracién larvaria (p> 0.05) y no se encontr¢ diferencia
de estas con levamisol (p> 0.05).

Figura 7. Inhibicién de Haemonchus contortus en el
ensayo de migracion con L; desnudas. EEM.
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*diferencias significativas entre grupos con p<0.05.

Explantes abomasales.

Se encontraron diferencias entre levamisol y las fracciones Ac3a, Ac3b, Ac3h, Ac3i
Ac3k y Acdb (p< 0.05). No se obtuvieron diferencias significativas entre las
fracciones de A. cina y artemisinina Sigma® (p> 0.05). Se encontraron Lz desnudas
de H. contortus asociadas al tejido abomasal cuando se trataron con Ac3a, Ac3b,
Ac3h, Ac3i Ac3k y Acdb. En el caso de levamisol las L3 no se asociaron al tejido

abomasal.
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Figura 8. Penetracién de larvas 3 de Haemonchus contortus
en explantes abomasales.
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El producto homeopatico de A. cina y ABZ mostraron inhibicién de la eclosién de
huevos de H. contortus en un rango de 90 a 100%. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos por Akkari y col. (2014) al utilizar A. campestris con el mismo
ensayo, donde se encontrd que la dosis letal 50 para el extracto etandlico fue de 0.8
mg/mL, en este estudio se demostro que la dosis letal es 1 mg/mL. La fraccién Ac3h
obtenida del extracto etandlico mostré 70% en la inhibicion de la eclosion de huevos,
estos resultados son pioneros en mostrar el efecto in vitro de A. cina en presentacion
homeopatica y de las fracciones obtenidas del extracto etandlico. Por su parte,
Bashtar y col. (2011) mostraron el efecto directo de A. cina en extracto etandlico
sobre los adultos del cestodo parasito Moniezia sp. Hallazgos complementarios por

microscopia electronica en ese estudio mostraron dafos estructurales en el
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parasito, compatibles con la afectacion estructural de los huevos y larvas de H.
contortus observados en este ensayo. Esto plantea que A. cina puede ser un
antihelmintico con eficacia comprobada in vitro para el control de hemoncosis en

ovinos.

Las fracciones de A. cina obtenidas del extracto etandlico (Ac3h, Ac3b, Ac3e, Ac3a)
y el levamisol mostraron inhibicion de la migracién (p< 0.05); de acuerdo a los
resultados descritos anteriormente, esas fracciones son artemisininas. Los
hallazgos son comparables con los reportados por Bashtar y col. (2011) donde
encontraron una eficacia antihelmintica de A. cina entre el 70 y 80%, esto permite

afirmar que existe un potencial efecto antiparasitario en la planta.

Las L3 desnudas de H. contortus expuestas a las fracciones de A. cina, el levamisol
y las artemisininas, mostraron inhibicidén de la migracion larvaria a diferencia de las
larvas sin desenvainar. Estos hallazgos hacen suponer que el efecto de artemisinina
es a nivel abomasal o en la fase exégena de la larva y coincide con lo reportado por
Abolaji y col. (2014) quienes encontraron que las artemisininas retrasan el
crecimiento e interfieren con el metabolismo celular a nivel mitocondrial y se puede
traducir como una afectacién del desarrollo, lo que explicaria la inhibicion de la
migracion en este ensayo. Se propone utilizar dosis mas altas como lo sugieren

Anthony y col. (2005), para ocasionar un dafio evidente sobre las La.

En este estudio soélo se evidencid la eficacia de artemisinina contra las L3 desnudas
de H. contortus, en larvas 3 con cuticula y en pruebas de desarrollo larvario no se
evidencio.

El dano se mostré en fracciones como la Ac3e, Ac3a, Ac3b y Ac3h de A. cina que
por su espectrometria de masas tienen concentracion de artemisininas junto con
otra molécula de mas bajo peso molecular. En este estudio no se dilucidaron las
moléculas, solamente se determiné su peso molecular para compararlas con el

control de artemisininas de Sigma®. Se puede asumir que la falta de actividad de
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las artemisininas es por su presentacién, ya que dependiendo la conformacién de

su molécula es mas eficaz como lo cita Yuan y col. (2014).

El efecto que se encontré en ensayos in vitro con el extracto etandlico de A. cina y
con las fracciones permite demostrar que la extraccion de los metabolitos eficaces
puede hacer cambiar la conformacion de las moléculas y disminuir su eficacia.
Resultados comparables los reporta Dominguez (1979) donde la actividad de las
plantas ha sido atribuida a metabolitos secundarios que pueden ser extraidos de la
planta sin tratamiento alguno, tal como se obtiene A. cina de las hojas de la planta
en prefloracion, el extracto utilizado sobre las Ls de H. contortus es uno de los
ensayos por excelencia para demostrar la eficacia de la misma (Asase y col., 2005).
Se han utilizado diferentes concentraciones para evaluar plantas, entre ellos
muestran que a una concentracion de 1.2 mg/ml del extracto de planta, inhibe el
33% de la migracion larval (Alonso-Diaz y col., 2008), en este estudio con A. cina'y
sus fracciones se consiguié una inhibicion de la migracion larvaria entre el 79 y

100% con las fracciones Ac3b y Ac3e.

Los resultados obtenidos en el ensayo de inhibicién de la eclosion de huevos son
comparables con los encontrados por Costa y col. (2008) al utilizar Azaridachta
indica donde demostraron que es necesario 1.8 mg/ml de extracto etandlico de la
planta para inhibir el 95% de la eclosion de huevos; en este estudio fue necesario 1
mg/ml para inhibir la eclosion de huevos de H. contortus con la fraccion Ac3h y de
A. cina 30 CH, esto confirma que el producto homeopatico es eficaz para inhibir la
eclosion; su concentracidn, al compararla con un estandar como el ABZ que inhibe
el 100% de eclosion, muestra que puede ser una opcién antihelmintica eficaz. El
ABZ es una sustancia pura, mientras que el homeopatico de A. cina 30 CH y las
fracciones tienen muchos compuestos quimicos que contienen el componente
activo con accion ovicida, ademas, a diferencia del ABZ, la A. cina es un producto
natural que puede crecer localmente y se obtiene a bajo costo. En general, el
extracto de una planta tiene pocas concentraciones de componentes activos y un

gran numero de componentes promisorios (Rates, 2001). La eclosién de huevos
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pudo haber sido inhibida por el homeopatico debido a que sus componentes activos
se encuentran en baja concentracion, pero al dinamizarse, su potencia incrementa

y se hace mas eficaz (Avello y col., 2009).

Se ha demostrado que la planta A. cina posee entre sus componentes algunos
terpenoides, Junior (2003) report6 la actividad insecticida de éstos, ademas se ven
envueltos en la inhibicion o retraso del crecimiento, dafo en la maduracion vy
reduccion de la capacidad reproductiva o el apetito, hallazgos que coinciden con lo
reportado en este trabajo con el ensayo de inhibicion de la eclosion de huevos e

inhibicion de la migracion larvaria.

En este experimento, el levamisol mostré una inhibicion completa de la L3 de H.
contortus para penetrar al tejido. En el caso de las fracciones de A. cina (Ac3a,
Ac3b, Ac3h, Ac3i, Ac3k y Acdb) y la artemisinina comercial (Sigma- Aldrich®)
mostraron una asociacion no significativa (p> 0.05) al tejido abomasal. Jackson y
col. (2004) encontraron una gran asociacion de larvas a la region antro pilorica en
condiciones normales, similar al testigo de este estudio y a las fracciones de las
plantas. Es poco conocido el mecanismo de accion de las artemisininas, Yuany col.
(2014) muestran que las artemisininas pueden estar como alcohol artemisinico,
aldehido artemisico, aldehido dihidroartemisinico, acido dihidroartemisinico o acido
artemisinico, de esta forma, dependiendo la organizacion de la molécula es su
actividad y en el caso de las fracciones se determiné que eran artemisininas por
cromatografia en capa fina, sin embargo, no se conoci6 su presentacion quimica;
queda la inquietud de qué tipo de presentacion tenian las artemisininas para mejorar

su actividad en este experimento.

A través de los explantes abomasales se evalla la asociacion de L3 de nematodos
gastricos al tejido abomasal (Jackson y col., 2004), dicha asociacién es un proceso
importante en el establecimiento de la infeccion. La primera fase esta representada
por el establecimiento larval donde se ocurren dos pasos esenciales, el

desnudamiento y la penetracidon en la mucosa abomasal. Esta ultima es la
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asociacion inicial de la larva desnuda al tejido abomasal con la mucosa y posterior

invasion de la misma (Min y Hart, 2002; Hoste y col., 2006).

Se ha demostrado que las larvas de nematodos gastroentéricos de rumiantes
expuestas a taninos condensados, disminuyen su capacidad de asociarse al tejido
en explantes abomasales (Brunet y col., 2008; Paolini y col., 2005), lo que no ocurrid
con este estudio, por lo tanto, se descarta que su mecanismo de accion sea

inhibiendo la penetracion larval.
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Experimento IV: Determinacion del efecto de Artemisia
cina 30 CH en una infeccion natural con nematodos
gastroentéricos.

Materiales y métodos.

Localizacion.

Este experimento se realizé en una unidad de produccion ovina ubicada en el
municipio de Mixquiahuala de Juarez, Hidalgo, México. Esta localidad se encuentra
a una altura sobre el nivel del mar de 2,100m, posee un clima semiseco, con
temperatura media anual de 16.6°C. El régimen de lluvias se registra entre los
meses de mayo y octubre con una precipitacion media de 500 mm anuales

(Ayuntamiento de Mixquiahuala de Juarez, 2013).

Animales.

Se utilizaron 30 corderos Suffolk (16 machos y 14 hembras) de tres meses de edad,
con veinte dias de destete, identificados con arete metalico, positivos a nematodos

gastroentéricos (NGE).

Los animales fueron mantenidos en condiciones de semi-estabulacion, durante la
noche permanecian en el corral y salian a pastorear de la 10:00 a 18:00 horas.
Pastoreaban en areas después de la cosecha de alfalfa y maiz. No existié ningun
tipo de manejo sanitario previo. Los corrales eran de madera, con piso de tierra, con
una superficie de 30 m?y una altura de pared de un metro y del techo a dos metros

altura.
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Disefio experimental.

Previo a los tratamientos se realizé una distribucion en tres grupos homogéneos de
los individuos con base a la eliminacion de huevos en heces por medio del programa

Statgraphics.

Cada uno de los grupos recibio el siguiente tratamiento:

Grupo A: Se administré Artemisia cina 3S0CH® (Laboratorios Millenium) por via oral,

una sola dosis, 1ml por cada 5 kg de peso vivo (pv) (Cavalcanti, 2008).

Grupo B: Albendazol (Albendaphorte 2.5% Co®, Laboratorio Salud y Bienestar
Animal) por via oral, 7.5mg/kg pv.

Grupo C: Testigo, no recibi6 tratamiento.

Alos 0, 7, 14 y 28 dias después del tratamiento, a todos los animales se les tomo
una muestra de heces y sangre, asi como el registro de su peso corporal e indice
del sistema FAMACHA.

Las variables de respuesta fueron la dinamica de la eliminacién de huevos en la
materia fecal, cambio de peso corporal, indice del sistema FAMACHA y volumen

del paquete celular.

Recoleccion de muestras.

Las muestras de heces fueron tomadas del recto utilizando bolsas plasticas, se
identificaron individualmente con el numero del arete de cada animal, se
mantuvieron y transportaron al laboratorio en refrigeracién (3°C).En la manana,
antes que los animales salieran a pastorear se obtuvieron las muestras de sangre

(5 ml) por medio de venopuncién yugular se, utilizando tubos al vacio con EDTA
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como anticoagulante. Se trasladaron al laboratorio el mismo dia bajo refrigeracién
(3°C).

Procesamiento de las muestras.

Las muestras de heces se procesaron por medio de la técnica de Mc Master, técnica
modificada para ovinos (Coles, 1992) para conocer la cantidad de huevos de NGE
por gramo de heces. El tiempo que transcurrio entre la toma de muestra y el analisis
fue de doce horas. Las muestras se mantuvieron en refrigeraciéon a 3°C desde la

toma hasta el analisis.

La sangre se proceso por medio de la técnica de microhematocrito descrita por

Gonzalez y Villegas (2006) para cuantificar el volumen de paquete celular (VPC).

Registro del peso vivo.

El peso vivo se calculé con una cinta métrica® (Ovni, Inalmet) alrededor del torax
de cada cordero y el valor se correlacion6 con lo reportado por Afolayan y col. (2006)

para obtener la correlacion con el peso vivo.

Se calculé la ganancia diaria de peso segun lo descrito por Silva (2006).

indice del sistema FAMACHA.

Se evalu6 el grado de anemia de cada una de las ovejas seleccionadas a través de
la asignacion del indice correspondiente de acuerdo a la tarjeta del sistema
FAMACHA tomando encuentra el color de la mucosa ocular. La aplicacion de ese
método se hizo de acuerdo a las recomendaciones expuestas en el folleto
informativo de la tarjeta FAMACHA elaborado por la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad de Pretoria, el Instituto Veterinario de Onderstepoort,

y La Asociacion Veterinaria Sudafricana (Bath, 2004).

54



Andlisis estadistico.

Los datos del conteo de huevos por gramo de heces (hgh) se transformaron
logaritmicamente (log. 10 hgh+10) para estabilizar la varianza y analizarlos

estadisticamente.

Para la comparacion de las medias de las variables dependientes entre los grupos
raciales se us6 analisis de varianza con un valor p<0.05 para aceptar diferencias

estadisticamente significativas.

Los resultados se evaluaron mediante anadlisis de varianza y prueba de LSD
empleando el paquete Statgraphics, con un disefio completamente al azar
considerando para cada uno de los efectos de dias, FAMACHA, peso corporal y

volumen de paquete celular.

Nota ética.

El manejo de los corderos se realiz6 conforme a los lineamientos del Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Experimentacion de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan- UNAM (SICUAE-FESC-UNAM)
(Protocolo No DC- 2013-14).

Resultados y discusion.
Las muestras de heces de los 30 corderos resultaron positivas a NGE con una
eliminacion promedio de 6,293 hgh, los géneros identificados fueron H. contortus

(78%) y Teladorsagia sp.(22%).

A los siete dias de la aplicacion del ABZ se presentd una drastica disminucion en la
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eliminacion de huevos de nematodos gastroentéricos, 98.8% de reduccion; (p<

0.05). Con la A. cina 30 CH también hubo una reduccién en la excrecién de huevos

en un 51.7% (fig. 9). El grupo de animales que no recibi6 tratamiento (testigo) tuvo

una eliminacidon de huevos, ascendente y continua inicié con 2,125 hgh y termind

con 8,425 hgh (0%

reduccion) (p< 0.05).

No existieron diferencias

estadisticamente significativas (p> 0,05) en la eliminacién de huevos entre los

animales que recibieron ABZ y A. cina en ninguno de los muestreos.
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Figura 9. Dindmica de eliminacion de huevos por gramo ME +
EE de corderos tratados con Albendazol, A. cina 30 CH y grupo

testigo.
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Datos ajustados a log 10 y analizados estadisticamente por Anova con prueba de

LSD. *, ** Muestran diferencia significativa dentro del grupo (p<0.05).

Al inicio de las evaluaciones, los valores del volumen del paquete celular en los tres

grupos de animales evaluados mostraron un incremento significativo parametro (p<

0.05).
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Volumen de paquete celular %

(cua

Figura 10. Volumen de paquete celular (%) ME + EE en
ovinos Suffolk tratados con Albendazol y A. cina 30 CH.

dro 5).

Dias de tratamiento

mejora al dia 14 y 28 de tratamiento (cuadro 5).
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Medias con * muestran diferencia significativa dentro el mismo grupo (p< 0.05).)

El valor de FAMACHA en los animales tratados con A. cina 30 CH y con albendazol

El tratamiento con albendazol mejora el parametro de FAMACHA desde el dia 7

Cuadro 5: Promedios de FAMACHA para los 30 animales Suffolk tratados con
Albendazol y A. cina 30 CH.

Tratamiento| Promedio dO | Promedio D7 | Promedio d14|Promedio d 28 p
A. cina 30CH 3+0.13a 4 +0.44aA 3+0.52bB 2+0.31bA 0.44
Albendazol | 5+0.26aA 3+0.21bB 2+0.3cA 1+0.22cA 0.1967
Testigo 3+0.25b 2+0.29aB 1+0.2aA 3+0.71bB 0.6238

Tras la aplicaciéon del ABZ y A. cina 30 CH se present6 una reduccion significativa
(p< 0.05) en la eliminacion de huevos en las heces dentro de las dos primeras

semanas postratamiento, en los corderos con una infeccién natural con H. contortus
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y Teladorsagia sp., estos hallazgos son similares a los reportados por Bashtar y col.
(2011), quienes encontraron una reduccién en la excrecion de Moniezia en animales
tratados con A. cina. Squires y col. (2011) reportan que cuando los parasitos adultos
ingieren sangre con artemisinina se presenta un dafo interno, de ahi la reduccion
en la oviposicidn y su muerte. Por otro lado, el tratamiento con artemisinina no
redujo la infeccién inducida por H. contortus en gerbos especie que es extrapolable
a ovinos, asi, estos resultados mas los presentados en este estudio indican que se
abre la puerta a determinar las dosis eficaces y se alcancen niveles sanguineos

altos para que el dafo al parasito sea evidente.

Cuando el tratamiento con ABZ es eficaz y se proporciona una buena alimentacién
a los animales, se induce la formacion de anticuerpos para defenderse de una
infeccion parasitaria y favorecer la presentacion de los fendmenos como resistencia
o resiliencia, por ello los conteos de huevos en heces disminuyen y otros parametros
como el indice del sistema FAMACHA y el VPC se ven positivamente afectados
(Gervacio y Lépez, 2006; Valdez y Wong, 2006; Morales y col., 2006).

Los corderos tratados con ABZ tuvieron una mejora en los indices del sistema
FAMACHA, hallazgos que coinciden con lo reportado por Demeler y col. (2012)
donde la aplicacién de ABZ mejoro los parametros productivos (ganancia de peso),
el color de la mucosa conjuntival y el VPC en animales con parasitos hematofagos.
Gervacio y Lopez (2006) demostraron que el indice FAMACHA se correlaciona con
el VPC cuando éste es 40 corresponde a un FAMACHA 1y 2, un valor de 30 cuando
se tiene un indice 3 y 4 y un VPC de 15 cuando hay un indice 5 del sistema
FAMACHA. Resulta evidente que después dela aplicacion de A. cina, que como ya
se demostré actua contra H. contortus, hay un beneficio sobre los parametros
productivos de los animales, desconociéndose si tiene una accion directa sobre la
médula ésea, globulos rojos o sobre el sistema inmune para crear una respuesta

contra el parasito.
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El tratamiento con A. cina 30CH y ABZ contra la infeccion natural por NGE mejoro
los valores del VPC a los 7 y 14 dias de su administracion (p<0.05), hallazgos
similares los reportaron Cala y col. (2014) quienes encontraron que artemisinina
mejora dicho parametro dos semanas después de su aplicacion. Por otro lado,
Demeler y col. (2012) reportaron que en infecciones naturales después de un
tratamiento con ABZ se presenta un incremento en el VPC. Dado que no se conoce
el mecanismo de accién de A. cina, su efecto favorable en ese parametro sanguineo
se puede atribuir a dos cosas, la primera a un dafio directo sobre el parasito o a un
posible estimulo de la médula ésea adulto. En este sentido, Kerboeuf y col. (2008)
reportan una actividad antioxidante de las artemisininas que ayudan a mantener el
equilibrio oxidativo-antioxidante afectando directamente al parasito; ademas Garcia
La Fuente y col. (2009) apoyan esta hipétesis al afirmar que existe una inhibicién de
componentes proinflamatorios y estimula la respuesta inmune. Ferrerira y Gonzalez
(2008) describen la estabilidad de artemisinina a nivel ruminal y describen que es

detectable en sangre a una concentracion de 33mg de artemisinina/kg pv.

Se concluye que A. cina 30CH y el ABZ tuvieron una eficacia antihelmintica sobre
reduccion de los huevos en las heces y sobre el indice FAMACHA y el VPC en las
primeras dos semanas después de su aplicacién. Se hace necesario dilucidar el

mecanismo de accion del compuesto homeopatico para optimizar su uso.
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Experimento V: Evaluacion del efecto de Artemisia cina
30 CH y el extracto etandlico de A. cina en una infeccion
controlada con Haemonchus contortus.

Materiales y métodos.

Localizacion.

Este experimento se realizd en las instalaciones destinadas a animales de

experimentacion de posgrado de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.

Animales.

Se utilizaron 20 animales, diez machos y diez hembras, raza Hampshire de tres
meses de edad. Los corderos tenian 20 dias de destetados, estaban identificados
con arete metalico, no recibieron manejo sanitario previo y fueron negativos a NGE.
Los corderos fueron mantenidos en condiciones de estabulacion durante tres
meses. Se alojaron en cuatro corrales (6 m? c/u), con piso de cemento y paredes de

malla cicldnica, la altura de la pared era de un metro y al techo fue de dos metros.

Todos los animales se alimentaron con alfalfa achicalada como dieta base y agua

ad libitum.

Disefio experimental.

Previo a los tratamientos se realizé una distribuciéon de los 20 individuos con base a

Su peso en tres grupos homogéneos por medio del programa Statgraphics.

Se monitorearon los animales por 14 dias previamente, para asegurar su
negatividad a NGE. Posteriormente, cada cordero recibié una dosis de 5,000 L3z de

H. contortus por via intrarruminal. Se realizé el monitoreo de los animales cada tres
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dias, por 57 dias hasta el establecimiento de la infeccion, después de este tiempo

se realizaron los tratamientos.

Cada uno de los grupos recibio el siguiente tratamiento:

Grupo A: Se administré Artemisia cina 30CH® (Laboratorios Millenium) por via oral,

una sola dosis, 1 ml por cada 5 kg de peso vivo (pv) (Cavalcanti, 2008).

Grupo B: Recibio A. cina extracto etandlico (laboratorios Millenium, México) por via

oral, una sola dosis, 1ml por cada 5 kg de peso vivo (pv) (Cavalcanti, 2008).

Grupo C: Albendazol (Albendaphorte 2.5% Co®, Laboratorio Salud y Bienestar
Animal) por via oral, 7.5mg/kg pv.

Grupo C: Testigo, no recibi6 tratamiento.

Cada tres dias por un periodo de 64 dias, a todos los animales se les tomo una
muestra de heces y sangre, asi como el registro de su peso corporal e indice del
sistema FAMACHA.

Las variables de respuesta fueron la dinamica de la eliminacién de huevos en la
materia fecal, cambio de peso corporal, indice del sistema FAMACHA, volumen del

paquete celular y conteo posmortem de fases adultas de H. contortus.

Recoleccion de muestras.

Las muestras de heces fueron tomadas del recto utilizando bolsas plasticas, se
identificaron individualmente con el numero del arete de cada animal, se
mantuvieron y transportaron al laboratorio en refrigeracion (3° C). En la manana,
antes que los animales salieran a pastorear se obtuvieron las muestras de sangre

(5 ml) por medio de venopuncién yugular se, utilizando tubos al vacio con EDTA
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como anticoagulante. Se trasladaron al laboratorio el mismo dia bajo refrigeracion
(3°C).

Procesamiento de las muestras.

Las muestras de heces se procesaron por medio de la técnica de Mc Master, técnica
modificada para ovinos (Coles, 1992) para conocer la cantidad de huevos de NGE
por gramo de heces. El tiempo que transcurrio entre la toma de muestra y el analisis
fue de doce horas. Las muestras se mantuvieron en refrigeracion a 3° C desde la

toma hasta el analisis.

La sangre se proceso por medio de la técnica de microhematocrito descrita por

Gonzalez y Villegas (2006) para cuantificar el volumen de paquete celular (VPC).

Registro del peso vivo.

El peso vivo se calculé con una cinta métrica® (Ovni, Inalmet) alrededor del torax
de cada cordero y el valor se correlacion6 con lo reportado por Afolayan y col. (2006)

para obtener la correlacion con el peso vivo.

indice del sistema FAMACHA.

Se evalué el grado de anemia de cada una de las ovejas seleccionadas a través de
la asignacion del indice correspondiente de acuerdo a la tarjeta del sistema
FAMACHA tomando encuentra el color de la mucosa ocular. La aplicacion de ese
método se hizo de acuerdo a las recomendaciones expuestas en el folleto
informativo de la tarjeta FAMACHA elaborado por la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad de Pretoria, el Instituto Veterinario de Onderstepoort,
y La Asociacion Veterinaria Sudafricana (Bath, 2004).
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Conteo de parasitos adultos.

Después del sacrificio de los corderos en el rastro, se aislaron los abomasos ligando
en los esfinteres cardico y pilérico y trasladaron al laboratorio para el procesamiento

que se describe a continuacién (Gonzalez y col., 2011):

v' El abomaso se incidié por su curvatura menor, se colecté su contenido y se
lavo tres veces con agua corriente hasta completar dos litros.

v Se adiciond formol al 10% y se colecté el 20% del total del volumen para
evaluar.

v' Se tomo el 20% del contenido abomasal, se contaron los adultos que se
encontraron y se correlacioné al total del contenido abomasal.

v Se determin6 la relacidon macho: hembra.

Anélisis estadistico.

Los datos de los conteos de huevos se transformaron logaritmicamente (log. 10

hgh+10) para estabilizar la varianza y analizarlos estadisticamente.

Los resultados se evaluaron mediante analisis de varianza y prueba de LSD
empleando el paquete Statgraphics, con un disefio completamente al azar y un valor
p< 0.05 para aceptar diferencias estadisticamente significativas. Se consideraron
para cada uno de los efectos de dias, eliminacion de huevos, indice del sistema
FAMACHA, peso corporal y VPC.

Nota ética.

El manejo de los corderos se realiz6 conforme a los lineamientos del Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Experimentaciéon de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan de la Universidad Nacional Autbnoma
de México (CICUAE-FMVZ-UNAM) (Protocolo No DC- 2013-14).
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Resultados y discusion.

La eliminacion de huevos inicio entre los 13 y 17 dias después de la infeccion con
5,000 Ls de H. contortus. La dinamica de eliminacién se muestra en la figura 12, hay
un comportamiento homogéneo en todos los grupos, desde el momento de la
infeccion hasta el tratamiento. Al dia siguiente del tratamiento, se observaron
diferencias significativas (p< 0.05) entre el grupo C (ABZ) y D (testigo). A los siete
dias postratamiento hubo diferencias entre los cuatro grupos (p< 0.05), el grupo C
mostro el mejor comportamiento antiparasitario, ya que la eliminacién de huevos fue
practicamente nula. En los animales del grupo B la excrecion de huevos no
disminuyd, no existieron diferencias significativas en los dias posteriores al
tratamiento (p> 0.05). El grupo que no recibié tratamiento (D), tuvo un una

eliminacion de huevos constante y ascendente.

El establecimiento de la infeccion con H. contortus y la dinamica en la eliminacion
de huevos coincidié con Hernandez (2005) quien reportd un periodo de prepatencia
de 16 a 18 dias, resultados semejantes a los 13 a 17 dias del presente estudio. De
igual manera, la maxima eliminacién de huevos fue similar, ocurrié a los 50 dias

posinfeccion, momento que se aprovecho para realizar los tratamientos.
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Los resultados observados en los corderos tratados con ABZ (grupo C) fueron los
esperados y similares a los reportados por Courtney y col. (1986) quienes
demostraron una eficacia del 99% usando sulfoxido de ABZ. Su mecanismo de
acciéon es conocido, dafia la unién a los canales de B-tubulina por lo que su efecto
es mas rapido en comparacion a aquellos antiparasitarios que actuan sobre canales

ionicos (Martin y col., 1997).

El segundo mejor comportamiento en cuanto a eliminacion de huevos en las heces
se presento en los animales tratados con A. cina en extracto etandlico (grupo B),
este efecto se atribuye a las artemisininas presentes en el extracto, se les ha
demostrado un efecto antiparasitario (Akkari y col., 2014) y antimalarico (Abolaji y
col., 2014). Dado que la A. cina tiene efectos antitumorales (Herawati y col., 2015)
y por ende afecta el crecimiento, permite especular que el efecto observado en la
dinamica de excrecion de huevos se debid a la inhibicion en su formacién vy

desarrollo en la hembra parasita, situacion aun por demostrar.

El grupo de corderos que recibieron la A. cina 30 CH mostré un incremento en la

eliminacién de huevos en las heces después del tratamiento

Figura 12: Ganancia de peso diaria (Kg) desde la infeccién con 5000 L4
hasta siete dias después del tratamiento. Corderos tratados con A. cina
(extracto etandlico), Albendazol, A. cina 30 CH y el grupo testigo.
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No existido efecto del tratamiento con A. cina 30 CH sobre el peso corporal, no
existen antecedentes referentes al beneficio productivo o parasitolégico tras el uso

de esta opcion homeopatica.

Tampoco hubo un efecto favorable en la ganancia de peso en los animales tras la
aplicacion del ABZ, difiriendo de lo reportado por Sandoval y col. (2009), quienes
plantean que la eliminacion de parasitos mas una dieta balanceada, permite la
reduccion de la infeccion y un consecuente mejor aprovechamiento de nutrientes,
en el presente estudio se asegurd una dieta balanceada. Otras evaluaciones
muestran que existe un beneficio en la ganancia de peso después de desparasitar
con ABZ hasta los 30 o 90 dias de su aplicacion (Toribio y col., 1999; Sandoval y
col., 2009).

Se plantea que no hubo diferencia en la ganancia de peso con el ABZ ya que
probablemente el periodo de recuperacion de la mucosa abomasal después del
dano inducido por el parasito es mayor a los siete dias, periodo de evaluacién de
este estudio, Chernuhka y col. (2014) plantea que las células de abomaso utilizadas
en bioestudios para fomentar la regeneracion de células gastricas dafiadas por
medicamentos como aspirina, el periodo de regeneracion es de aproximadamente
22 dias. Esto concuerda con los hallazgos obtenidos en este estudio, ya el dafo
constante por wuna infeccion de H. contortus induce la reduccion del
aprovechamiento de proteinas y la regeneracién de tejido y aprovechamiento

normal de nutrientes se veria reflejado hasta ese periodo mencionado.
El buen desempeio en la ganancia de peso del grupo de animales tratados con A.
cina puede ser atribuido al caracter antioxidante y regenerador de células (Song y

col., 2015).

El mejoramiento de los indices del sistema FAMACHA fue similar (p> 0.05) en los

tres grupos (A. cina 30 CH, extracto etandlico de A. cina y ABZ) a los siete dias de
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su aplicacién. Los indices de esos grupos fueron diferentes (p< 0.05) al grupo testigo

(cuadro 6).

Cuadro 6: Promedios de FAMACHA de animales tratados con Albendazol, A. cina
30 CHy A. cina.

Famacha testigo A. cina 30 A. cina albendazol
dia 42 3+0.53 3+1a 3+0.53 3+1a
tratamiento 3+1a 3+1a 3+0.5a 3+1a
dia7 3+0.53 2+0.5b 2+1b 2+1b

Las letras en minuscula diferentes muestran diferencia significativa (p<0.05).

El efecto favorable sobre los indices del sistema FAMACHA con los tres
tratamientos, probablemente fue debido a la reduccion de las fases adultas
hematofagas en el abomaso y por ende, la recuperacion de parametros fisioldgicos
normales como el VPC. Estos hallazgos son similares a los encontrados por
Jeyakumar (2007) donde después del uso de bencimidazoles, se observd una
mejora de los indices del sistema FAMACHA,; en aquellos animales donde no hubo
en efecto beneficioso, se considerd como un indicador de resistencia antihelmintica.
Contrario a lo anterior, no se observd un efecto positivo sobre los parametros
hematoldgicos cuando se utilizé la planta Vernonia amygdalina de la familia

Asteraceae por (Nweze y col., 2013).

Cuadro 7: Promedios de huevos por hembra, numero de hembras y promedio de

medida de hembras para los 20 animales tratados con Albendazol, A. cina 30 CH y

A. cina.
Huevos por hembra Mo de hembras Medida de hembras
A. cing 51,134 + 43,544 365+ 123 2.05+0.23
A. cina 30 70,137 + 72,290 406.5 + 25b 1.5+0.2b
testigo 37,319+ 37,251 496.25 + 15b 1.5+0.3b
albendazol 531+731 276+ 15c 2.07+0.23

Las letras en minuscula diferentes muestran diferencia significativa (p<0.05).
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Cuadro 8: Promedios de numero de machos, medida de machos y relacion macho:

hembra para los 20 animales tratados con Albendazol, A. cina 30 CH y A. cina.

No de machos Medida de machos Relaciéon macho: hembra
A. cina 306.25 +23a 1.4+0.2a 0.83:1a
A. cina 30 448 + 25b 1.45+0.3a 1.1:1b
testigo 463 +27b 1.47+0.2a 0.93:1a
albendazol 632.5+17c 1.48+0.2a 2.2:1c

Las letras en minuscula diferentes muestran diferencia significativa (p<0.05).

El conteo y tamafno de los adultos después del tratamiento permite determinar el
dafo sobre el crecimiento al parasito adulto y el efecto selectivo sobre hembras o
machos (Wood y col.,, 1995), ademas indirectamente se evalua la capacidad

antigénica del individuo para resistir al establecimiento de H. contortus.

El tamafio obtenido de las hembras (19.9 mm) en este estudio estuvo dentro de los
rangos considerados como normales, Lichtenfels y col. (1994) reportan que las
hembras de H. contortus mide de 14.8 a 27.2 mm; Gonzalez y col. (2013) mencionan
que tienen un promedio de 18 mm. Para los machos, el tamafio fue en promedio de

14 mm, también coincidioé con lo informado por esos autores.

En este estudio el empleo de ABZ mostré un menor numero de hembras: hallazgos
compatibles con lo reportado por Martinez y col. (2015) donde después de dos
meses del tratamiento, describe el mecanismo citotoxico, el estrés oxidativo,
generacion de aductos y degradacion de DNA que induce el uso de ABZ al parasito
adulto. EI ABZ arresta parcialmente el ciclo celular, ademas de la exposicion a la
fosfatidilserina sobre la superficie del parasito adulto lo cual conduce a apoptosis.
Las especies reactivas a oxigeno fueron inducidas por el ABZ y se le atribuye un
efecto de reduccion en el crecimiento, este ultimo, no se observé en este estudio

debido que fue corto el periodo postratamiento.

El tratamiento con A. cina tuvo un efecto sobre la cantidad de parasitos, este estudio
es pionero en mostrar la actividad de A. cina sobre las fases adultas de H. contortus,

sin embargo, no afectdé su crecimiento o tamano. Zeng y col. (2015) observaron el
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posible mecanismo de accion, ya que, en los estudios que se realizaron sobre A.
indica encontraron actividad citotéxica, y promotora de apoptosis sobre células
tumorales. A. indica induce dafio sobre el ADN mitocondrial y reduce el potencial de
membrana mitocondrial, posibles causas de los hallazgos en este ensayo. Este
efecto inductor de apoptosis ha sido reportado por Thang y col. (2015) al evaluar A.

sieversiana.

El extracto etandlico de A. cina mostré efecto sobre H. contortus, coincidiendo con
lo reportado por Bashtar y col. (2011) quienes informan sobre la eficacia contra
Moniezia expansa, en un estudio similar donde siete dias posteriores al tratamiento

se realiz6 el sacrificio de los animales y se cuantificaron parasitos adultos.
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Discusion general

El presente trabajo abarco el analisis espectroscopico de A. cina en extracto
etandlico y A. cina 30 CH, el fraccionamiento de A. cina en sus diferentes moléculas
y su efecto antihelmintico in vitro por medio de las pruebas de inhibicion de la
eclosion de huevos, inhibicion del desarrollo larvario e inhibicion de migracion
larvaria; ademas se determiné el efecto de estas sobre la penetracion larvaria. El
presente también mostré el efecto en dos fases in vivo, la primera en una infeccién

natural con ovinos en pastoreo y la segunda en una infeccion inducida controlada.

A. cina mostréo contener la molécula activa reconocida como antihelmintica
(artemisinina) se encontré por cromatografia en capa fina y se confirmé por
espectrometria de masas. Esta molécula segun lo reportado por Alejos (2011)
posee un peso molecular de 287 reporte que concuerda con el peso obtenido en
este estudio. En cuanto a A. cina 30 CH mostré contenido de proteina, lo que se
contrapone a lo reportado por Eizayaga (2012) quien afirma que en el principio

homeopatico a concentraciones hasta la 12 CH se detectan metabolitos proteicos.

En la separaciéon de las fracciones de la planta se observaron varias bandas de
diferente peso molecular, segun lo descrito por Giang y col. (2013) mas de 500
especies del género Artemisia contienen gran cantidad de compuestos y entre ellos
terpenoides, flavonoides, cumarinas, acidos cafeoilquinas poliacetilenos con
variaciones oxidativas o estereoquimicas, que son probablemente los mismos

compuestos que se separaron en este trabajo pero que no se dilucidaron.

Las fracciones obtenidas del extracto etandlico Ac3h, Ac3b, Ac3e, Ac3a y levamisol
mostraron inhibicion de la migracién larvaria (p> 0.05), las fracciones se
determinaron como artemisininas. Estos resultados son comparables con los
hallados por Bashtar y col. (2011) quienes encontraron que A. cina posee una
eficacia antihelmintica entre 70 y 80%, estos hallazgos permiten considerarla planta

como un potencial antihelmintico. Las fracciones obtenidas abren un campo de
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estudio para determinar la forma de presentacion de las mismas y mayores estudios
con diluyentes, con el fin de determinar cual es la forma mas activa, el acido

artemisinico, aldehido o la cetona.

En general las plantas de la familia Asteraceae son conocidas tradicionalmente por
sus propiedades medicinales, A. cina se caracteriza por su poder antioxidante y
antibacterial (Chethan y col., 2012), ademas, otra caracteristica observada en este
estudio, las células blanco estan protegidas y no observé dafio alguno sobre la
mucosa. Este estudio no abarcoé el estudio microscopico de tejidos, sin embargo, a
nivel macroscopico no se observd dafo de tejidos después de las infecciones, se
observo dafo a nivel macroscopico de los huevos tratados con A. cina y sus

fracciones inhibieron su eclosion.

Se plantea a A. cina como antiparasitario debido a los hallazgos encontrados a lo
largo de los experimentos, sin embargo, se necesitan mas estudios para determinar
dosis letal 50, y ante todo la pureza de la molécula, ya que en este estudio no fue
posible asegurar el 100% de pureza. Queda el campo abierto al estudio de A. cina
en todos sus metabolitos ya que este estudio es pionero en determinar la presencia
de artemisininas. La mayoria de estudios se centran en otras Artemisias de la familia

Asteraceae.
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Conclusiones.

Las fracciones Ac3a, Ac3b, Ac3h, Ac3i, Ac4a mostraron picos congruentes
con artemisininas control Sigma®, se encontré que estas fracciones poseen
dos picos, a 244.89 m/z y a 261m/z. Se determind que la presencia de este
ultimo permite que la fraccidn sea activa in vitro, es decir, posee un efecto
letal.

El compuesto homeopatico A. cina 30 CH no posee metabolitos proteicos, ya
que su elaboracién impide que a la 30 CH posea un compuesto activo.

El extracto etandlico de A. cina tiene pequefas cantidades de artemisininas,
las cuales son facilmente separables por el método de cromatografia en capa
fina. El sistema mas apropiado para su separacion es hexano, con acetona
a una concentracion de 80:20.

El compuesto homeopatico A. cina 30 CH y ABZ mostraron eficacia de 100%
en el ensayo de inhibicién de eclosion de huevos, la fraccion Ac3h mostro
eficacia menor (70%), sin embargo, aceptada por la Asociacion Mundial de
Parasitologia.

ABZ y A. cina 30CH mostraron inhibicion del desarrollo larvario, por lo cual
se propone a A. cina como una alternativa antihelmintica.

Las fracciones Ac3e, Ac3h y el levamisol mostraron inhibicion de la migracion
larvaria (Ls), el efecto es mayor cuando las larvas estan desnudas vy las
fracciones de artemisininas son activas (Ac3a, Ac3b, Ac3h y Ac3i). El efecto
inhibitorio de las artemisininas Sigma® fue evidente en larvas desnudas.
Las fracciones obtenidas de A. cina no mostraron efecto sobre la penetraciéon
a la mucosa abomasal, medida por medio de explantes abomasales, se
concluye que su mecanismo de accion no es inhibiendo la penetracidon de L3
a la mucosa.

A. cina 30CH y ABZ mostraron eficacia antihelmintica sobre reduccién de
huevos en las heces y sobre parametros productivos como el indice del
sistema FAMACHA y el VPC al dia 7 y 14. EI ABZ mejor6 los parametros y

72



disminuye drasticamente la eliminacion de huevos por gramo desde el dia

siete postratamiento y se mantiene hasta el dia 28.
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Anexo 1: PAGE-SDS.
Se realizé un gel separador al 12% (Agua: 3,3 uL; mezcla de acrilamida al
30%: 4,0 uL; 1,5 M tris (ph8,8): 2,5 uL; SDS al 10%: 0,1; Persulfato de amonio
al 10%: 0,1 uL; TEMED: 0.004uL)
Se coloco la mezcla anterior entre los vidrios para electroforesis, se completd
con agua para alinear, se dejé hasta formar una fase sélida.
Se preparo el gel concentrador: (Agua: 2 uL; Mezcla de acrilamida al 30%:
0,5uL; 1,0 M de Tris (pH 6,8): 0,38; SDS al 10%:0,03; Persulfato de amonio
al 10%: 0,03; TEMED: 0,003uL).
Se adiciond y se puso el peine hasta que se formé una base solida.
Se adicionaron en la primera columna el control, se adicionan las muestras
de Artemisia cina a las siguientes concentraciones: 5CH, 10CH, 15CH,
20CH, 25CH y 30CH.
Se adicioné el buffer de carga, se conectaron los polos y se dejo alrededor
de tres horas.
Se retir6 el gel y se introdujo en azul de coomasie y se dejé por 12 horas
(Inifab, 2014).
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Anexo 2: Ensayo de Bradford.

La metodologia que se siguio fue descrita en el manual de laboratorio de la Unidad

de Helmintologia de el Instituto de Investigaciones Cientificas y Forestales (Inifab,

2014)

Se temperizo la solucién concentrada de colorante para Bradford a temperatura

ambiente. Se homogenizoé la solucién y se diluyeron 4ml de colorante de Bradford

en 16ml de agua destilada.

v

Se diluyeron 300uL de la solucion de proteina objetivo en 2,7ml de PBS 1X
a pH de 8,0. Relacion de proteina 1:9.

Se diluyeron 30 uL de la solucién de proteina objetivo (soluble) en 2,97 ml de
PBS 1X pH 8,0. Relacién de proteina: 1:99.

Se diluyeron 3 uL de la solucion de proteina objetivo en 2,997 ml de PBS 1X
pH 8,0. Relacién de proteina: 1:999

Se prepard un stock de BSA a 1mg/ml diluyendo 0,010 g de BSA en 10ml
con PBS pH 8,0, estéril.

Para la curva patron se pusieron 800 uL de cada una de las concentraciones
de albumina sérica bovina (BSA) a concentraciones de 0, 1, 2, 3,4 en tubos
de ensayo de 1.5 ml, la curva se realiz6 por triplicado.

De la misma manera se pusieron 800 uL de cada una de las diluciones de la
muestra objetivo, a las cuales se les determind la concentracion protéica. Por
cada muestra problema se realizaron las lecturas de las tres diluciones por
duplicado para minimizar el error de lectura.

Se agreg6 200 uL de colorante de Bradford 1X filtrado a cada uno de los
tubos a cuantificar, se agito y se dejaron reposar siete minutos a temperatura
ambiente.

Se realizaron las lecturas a 595 nm en espectrofotometro en cubeta de
cuarzo de 1ml.

Se realizé la regresion lineal de los datos de la dispersion en Excel y se hallé

la ecuacion de la gréfica.
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Anexo 3: Andlisis de espectroscopia de masas de artemisininas

Analisis de espectroscopia de masas de artemisininas en extracto etandlico de
Artemisia cina, compuesto homeopatico A. cina 30CH y fracciones obtenidas del

extracto etandlico de A. cina.

Espectrofotometria de masas de A. cina 30CH de 280 a 290 m/z

Espectrofotometria de masas de A. cina 1CH barrido de 20 a 400 m/z

Espectrofotometria de masas de artemisininas Sigma®
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Anexo 4: Metodologia para la separacion de artemisininas de A.

cina.

La metodologia base se sigui6 como lo reporta Giang y col (2013) para el

fraccionamiento del extracto etandlico de A. japonica.

1.

Se deshidratd el extracto etandlico de A. cina por medio de un rotavapor
hasta liofilizar.

Se realiz6 una particion (se mezclan dos liquidos inmiscibles como lo es el
hexano y el metanol: las sustancias no polares se mezclan con el hexano y
las sustancias polares se mezclan con el metanol) liquido: liquido con
hexano: metanol 3:1, se reconstituyo el liofilizado en metanol, y se realizaron
tres pases con hexano a un volumen de 120 mL. Se obtuvieron las fracciones
hexanica y metandlica y se concentraron por medio del rotavapor y se dejo
en la campana de desecacién por 20 minutos.

La fraccion hexanica que no se liofilizo, se le anadioé etanol y acetona y se
dejo 12 h en la campana de desecacion.

Se realiz6 una columna VLC (Columna de cromatografia al vacio) para retirar
clorofilas con diametro de 5cm, longitud 7cm y volumen de 250 ml. Se utilizd
como fase estacionaria tonsil, se adicioné hasta obtener una masa compacta,

y se utiliz6 hexano como solvente.

5. Se filtré el hexano en silice para eliminar impurezas.

6. Se aplico vacio y se realizaron seis pasos con hexano 100%, el séptimo paso

se realizé con hexano:acetona (90:10), el octavo paso con hexano: acetona
(80:20) y el pase final con acetona 100%.
Se realizaron placas de cromatografia de las ocho fracciones comparando

con artemisinina comercial (Sigma-Aldrich, St Louis Missouri)

8. Se concentraron las fracciones Ac2b, Ac2c y Ac2d.

9. Se realizé una columna de gravedad con silice para la fraccion Ac2b, con un

diametro de 1cm, altura del adsorbente: 15cm y longitud de la columna de 60

cm.

10.Se disolvio el silice con hexanoy se adicion6 a la columna hasta que quedd

una masa compacta.
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11. Se realizaron pases con hexano 100%, acetona y metanol de las siguiente

forma (Cuadro numero?):

Pase Hexano Acetona Metanol

1- 26 100 - -
27-49 99 1 -
50-54 97 3 -
55- 66 95 5 -
67-77 93 7 -

78 - 100 -

79 - - 100

Se realizaron placas por cromatografia para determinar compuestos parecidos y se

concentraron.

12.De la fraccién Ac3k se realiza una placa preparativa en hexano 100% ya que

esta mostraba artemisinas en su placa cromatografica.

13.Se realizdé un raspado de la placa y los residuos de silice de mezclaron con

hexano y se concentraron en rotavapor y se realizé cromatografia en capa

fina y se comparé con artemisininas.

14.Se tomo la fraccion metandlica y se realizadé una columna VLC, con silica, se

utilizan como disolventes: Acetato de etilo: metanol de la siguiente manera:

Cuadro?

Fraccion Disolvente Concentracion
0 AcOEt/Metanol 100

1 AcOEt/Metanol 90:10

2 AcOEt/Metanol 80:20

3 AcOEt/Metanol 70:30

4 AcOEt/Metanol 60:40

5 AcOEt/Metanol 50:50

6 AcOEt/Metanol 40:60

7 AcOEt/Metanol 30:70
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8 AcOEt/Metanol 20:80
9 AcOEt/Metanol 10:90
10 Metanol 100
11 Metanol 100
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Anexo 5: Ensayo de eclosion de huevos.

Esta técnica se realizé siguiendo la metodologia citada por Coles y col., 1992; Zhu
y col, 2013; Rialch y col, 2013; Carvalho y col, 2012.

1. Coleccién de huevos

2. Se homogenizaron las muestras de materia fecal con un agitador en solucion
salina fisioldgica.

3. Se formaron dos fases y por pipeteo se colecto la fase sobrenadante.

4. Se puso ésta fase en tubos para centrifuga y se hicieron 7 lavados hasta que
los huevos estuvieron en el fondo de los tubos (3000g/ 5min).

5. Se unieron los concentrados y se cuantificaron.

6. Se aplicaron los tratamientos Artemisia cina 30CH (20 uL), agua (20uL),
albendazol a 300mg/ml (20uL alcohol etilico (20uL), sélo huevos 20 uL, las
fracciones: Ac3a, Ac3b, Ac3e, Ac3h, Ac3k, Ac4b, artemisinina (éstas a
1mg/ml y a 0.1mg/ml) en placas de 96 pozos con tres repeticiones cada una.

7. Se adicionaron aproximadamente 100 huevos a cada pozo dejando una fila
y una columna entre ellos para evitar contaminacion?

8. Se Incubd a 27°C por 48 h

9. Se anadieron gotas de lugol para fijar la muestra y se cuantificaron 100
huevos. El criterio de evaluacion fue el siguiente: muertos, embrionados o
larvas 1. Se utilizé microscopio en un objetivo 40X

10.Se determind el porcentaje de inhibicidn de la eclosion considerando solo el
huevo con o sin larva dentro. Los resultados fueron analizado comparados

con un control sin tratamiento, sélo agua
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Anexo 6: Ensayo de desarrollo larvario.
La técnica se realiz6 siguiendo la descripcidon de Costa y col, 2008; Tadesse y col,
2009; Zhu y col, 2013.
1. Los huevos se colectaron como se describio en la técnica anterior
2. En placas para ELISA de 96 pozos se colocaron 200 huevos por pozo y se
incubaron a 27°C por 48 horas para obtener el primer estadio larvario.
3. Se trataron las L1 con A. cina 30CH (20 uL), agua (20 ulL), albendazol
(300mg/ml, 20 uL), alcohol (92%, 20 uL), fracciones: Ac3a, Ac3b, Ac3e, Ac3h,
Ac3k, Ac4b, artemisinina (éstas a 1mg/ml).Se Incubaron por 6 dias a 27°C.
4. La lectura se realizo adicionando una gota de solucion de Lugol. El criterio

de evaluacion se determino por los diferentes estadios larvarios.
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Anexo 7: Ensayo de migracion larvaria.

Técnica descrita por: Lloyd, 2000; Zhu, 2013; Bizimenyera y col, 2006; Rabel y col,
1994; Rothwell y col, 1993; Hernandez y col, 2011

1.
2.
3.

Se obtienen L3 por cultivo larvario luego de 7 dias.

Se cuantifican las L3 yevalua su viabilidad.

Se coloca alrededor de 200 L3 en papel para microscopio de inmersion,
dentro de un tubo Falcon de 20 ml. Se adicionan al tubo Falcon 12ml de PBS
1X

Se aplican los tratamientos Artemisia cina 30CH (20 ulL), agua (20uL),
albendazol a 300mg/ml (20uL alcohol etilico (20uL), sélo huevos 20 uL, las
fracciones: Ac3a, Ac3b, Ac3c, Ac3d, Ac3e, Ac3f, Ac3g, Ac3h, Ac3i, Acgj,
Ac3k, Ac3l, Ac3m, Acda, Acdb, Ac4c, Acdd, artemisinina (éstas a Tmg/mly a

0.1mg/ml) con tres repeticiones cada una.Se incuban por tres horas a 28°C.

5. Se cuentan cuantas larvas migraron del papel al fondo del tubo.

6. El porcentaje de migracion se calcula como m/t*100, donde T es el numero

total de larvas 3 depositadas en el papel y m es el numero de larvas 3 que
migraron con éxito a través de él.

Se realizan tres repeticiones del mismo.
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Anexo 8: Ensayo de inhibicion de la migracion larvaria con Ls

desnudas.

Técnica descrita por: Rabel y col (1994)

1.
2.
3.

Se obtienen larvas 3 por cultivo larvario luego de 7 dias.

Se cuantifican las larvas yevalua su viabilidad.

Se desnudan con hipoclorito al 0.187%. Se realizan dos lavados con PBS
1X.

Se colocan alrededor de 200 larvas 3 en papel para microscopio de
inmersion, dentro de un tubo Falcon de 20 ml. Se adicionan al tubo Falcon
12ml de PBS 1X

Se tratan las larvas 3desnudas con A. cina 30CH (20 uL), agua (20 uL),
albendazol (300mg/ml, 20 uL), alcohol (92%, 20 uL), fracciones: Ac3a, Ac3Db,
Ac3e, Ac3h, Ac3k, Ac4b, artemisinina (éstas a Tmg/ml y a 0.1mg/ml) con tres

repeticiones cada una.

6. Se incubaron por tres horas a 28°C.

7. Se contaron cuantas larvas migraron del papel al fondo del tubo.

8. El porcentaje de migracion se calcula como m/t*100, donde T es el numero

total de larvas 3 depositadas en el papel y m es el numero de larvas 3 que
migraron con éxito a través de él.

Se realizan tres repeticiones del mismo.
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Anexo 9: Ensayo de explantes abomasales.

Se realizé segun la técnica descrita por Jackson y col (2004), Anexo 8:

1. Se obtuvieron larvas 3 de un ovino donador de la Fes Cuautitlan, las larvas
se concentraron a 35 ml, se desnudaron con cloro al 0.187%, se realizaron 4
lavados con agua destilada y tres lavados con PBS 1x, se utilizaron alrededor
de 2500 larvas 3 en tubos de vidrio y se distribuyeron en los siguientes
grupos: control, Levamisol (7.5mg/ml), Artemisinina Sigma® (1mg/ml), Ac3k
(1mg/ml), Ac3b (1mg/ml), Ac3a (1mg/ml), Ac3h (1mg/ml), Ac3i (1mg/ml),
Ac4b (1mg/ml).

2. Las larvas se incubaron por una hora y media y se lavaron con PBS 1X tres
veces.

3. Se obtuvo un abomaso de un animal en rastro, se traslado al laboratorio en
nevera a 37°C, se abrid por la curvatura menor, se lavd con solucién salina
fisiologica (SSF) 0,85% a 37°C.

4. Se realizaron cortes circulares del abomaso para obtener 27 explantes, se
colocaron en placas de seis pozos con medio Hanks tibio y Hepes a 20 mmol
y 1Lt de agua estéril; el tiempo entre la obtencion del abomaso y colocar los
explantes fue de tres horas.

5. Se colocaron cilindros sobre el tejido con 2500 larvas 3 por cada pozo y se
incubaron a 37°C por tres horas.

6. Se sacaron los explantes de la estufa y se lavaron los cilindros en tubos
falcon con SSF 0.85% en 25ml .

7. Se lavo el tejido con SSF 0.85% por inmersion 30 veces en 25 ml.

8. Se colocaron los explantes en el tercer tubo falcon con 50ml de solucion
digestora (pepsina 1% y HCI 1%) a 37°C por 84 horas.

9. EIl contenido de cada tubo se fij6 con iodo helmintolégico y se tomd una
aliquota del 2% de cada tubo y se observo al estereomicroscopio.

10.Se estimo la cantidad de larvas asociadas al tejido con la siguiente férmula:
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Donde DL: es el numero de larvas 3 en digestién y TLP es total de larvas 3

en el tubo de lavado, en el tubo de juagado y de digestion.
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