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Resumen

Haemonchus contortus es el nematodo gastroentérico mas importante dados sus
hébitos hematdfagos en la producciéon de pequefios rumiantes, aunado a lo anterior,
las malas practicas del uso en desparasitantes inducen a cambios genéticos
asociados a la resistencia a los antiparasitarios, reduciendo alternativas de control
de farmacos sintéticos sobre los animales parasitados. El objetivo del presente
estudio fue determinar el efecto antihelmintico del extracto etandlico de la planta
Artemisia cina sobre estadios de vida libre in vitro y endoparasitos del nematodo
hematofago H. contortus en animales de laboratorio y en cabras parasitadas bajo
condiciones de pastoreo. El estudio se dividio en tres ensayos experimentales:

En la primera fase del estudio se establecieron dos objetivos, el primero fue
determinar la actividad letal de las fracciones de A. cina obtenidas a partir de la
fraccion hexanica sobre larva infectante (L3) y primer estadio endoparasito (L4) e
identificar los metabolitos de la fraccidon de A. cina seleccionada con mayor efecto
letal en contra de huevo, L3 y L4 de H. contortus. El efecto letal por extracto se
determind por ensayos biodirigidos utilizando H. contortus huevo, L3y L4para 76.7%
de inhibicién de la eclosion de huevos (IEH) a las 48 h, 80% y 70 de efecto letal
sobre Lz y La alas 24 h con la fraccién hexanica. Los compuestos responsables del
efecto son lignanos denominados 3-Demetoxi-isoguaiacina y norisoguaiacina. El
segundo ensayo buscé determinar el efecto antihelmintico in vivo de los extractos
de A. cina sobre jerbos infectados con H. contortus determinando el porcentaje de
reduccion, el cual fue de 100%, 5.22 y 5.9 con las fracciones hexanicas, acetato de
etilo y metandlica 5.9%, respectivamente. El tercer y ultimo ensayo evalué la
fraccion hexanica de A. cina en cabras con infeccion natural a H. contortus, en el
cual, se utilizaron 200 cabras con infeccién natural de nematodos gastroentéricos,
al dia siete se realiz6 el tratamiento via oral con fraccion hexanica a dosis de 4mg/kg
de peso y el segundo grupo se identificO como control. Se realizaron monitoreos

postratamiento al dia 14, 30, 100, 130 y 160 para cuantificar el nimero de hpg y

14



FAMACHA. El resultado del tratamiento con la fraccion hexanica mostro reduccion
de hpg del 77% al dia 14 postratamiento y el parametro FAMACHA mejoro6 de forma
notable a 2.3 hasta el dia 30 postratamiento. Se concluye que los metabolitos
obtenidos a partir de A. cina poseen actividad antihelmintica y se consideran para

continuar su estudio como prometedores antihelminticos.
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Abstract

Haemonchus contortus is the most important gastroenteric nematode given its
blood-sucking habits in the production of small ruminants, in addition to the above,
the bad practices of deworming use induce genetic changes associated with
resistance to antiparasitic drugs, reducing alternatives for the control of synthetic
drugs on parasitized animals. The objective of the present study was to determine
the anthelmintic effect of the ethanolic extract of the Artemisia cina plant on in vitro
free life stages and endoparasites of the hematophage nematode H. contortus in
laboratory animals and in parasitized goats under grazing conditions. The study was
divided into three experimental trials:

In the first phase of the study two objectives were established, the first was to
determine the lethal activity of the A. cina fractions obtained from the hexane extract
on infecting larva (L3) and first endoparasitic stage (L4) and to identify the metabolites
of the Selected A. cina fraction with the highest lethal effect against egg, L3 and L4
of H. contortus. The lethal effect per extract was determined by bio-directed tests
using H. contortus egg, L3 and L4 for 76.7% inhibition of egg hatching (IEH) at 48 h,
80% and 70 of lethal effect on Ls and L4 at 24 h with the hexanic extract. The
compounds responsible for the effect are lignans called 3-Demethoxy. -isoguaiacine
and norisoguaiacine. The second trial sought to determine the in vivo anthelmintic
effect of extracts of A. cina on gerbils infected with H. contortus by determining the
reduction percentage, which was 100%, 5.22 and 5.9 with the hexane, ethyl acetate
and methanolic fractions. 5.9%, respectively. The third and last trial evaluated the
hexane fraction of A. cina in goats with natural infection to H. contortus, in which 200
goats with natural infection of gastroenteric nematodes were used. On day seven,
oral treatment with hexane fraction was performed. at a dose of 4mg / kg of weight
and the second group was identified as a control. Post-treatment monitoring was
performed on day 14, 30, 100, 130 and 160 to quantify the number of hpg and
FAMACHA. The result of treatment with the hexane fraction showed a 77% reduction
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in hpg on day 14 post-treatment and the FAMACHA parameter improved markedly
to 2.3 until day 30 post-treatment. It is concluded that the metabolites obtained from

A. cina possess anthelmintic activity and are promising anthelmintic for further study.
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CAPITULO |

1 Introduccion

Los ovinos son una de las especies mas ampliamente distribuida en México y otros
paises, y se caracterizan por tener una alta calidad en la carne y en la leche, por lo
cual se consideran como alternativa que ayuda a disminuir el hambre en el mundo
debido a su facilidad en la produccién y menor consumo de alimento respecto a
otros rumiantes (Achi et al., 2003). Ademas de ello, su prolificidad y rusticidad
permiten que estén adaptados a diferentes medios y que se acomoden a los
requerimientos ofertados en la pradera (San Primitivo y de La Fuente, 2000). Sin
embargo, cuando la proteina y energia ofertados son menores a los requerimientos
comienza un estado cronico de subnutricibn que determina que las defensas del
organismo disminuyan, permitiendo el ingreso de parasitos, bacterias y virus que
afectan el estado clinico del animal (Fernandez, 2015). El género Haemonchus
contortus es el neméatodo-parasito hematéfago mas agresivo en la produccién
ovinas bajo condiciones de tropico. La infeccidon se produce por el consumo de
larvas infectantes (L3) en las praderas con un alto porcentaje de prevalencia (80%).
Los signos agudos causan problemas de anemia, mala digestion y que pueden
causar la muerte en los jovenes, y en adultos provocan problemas de inflamacién
cronica, pérdida de peso y diarreas continuas (Carvalho, 2017). A la fecha, el control
de la hemoncosis es a través de farmacos que han sido aplicados por décadas,
generando resistencia antihelmintica multiple, problema que se ha extendido a nivel

mundial.

1.1 Generalidades de Haemonchus contortus
La descripcion taxonomica del parasito muestra que es del reino: Animal, Philum:
Nematelminto, Clase:  Secementea, Orden: Strongylida,  Suborden:

Trichostrongylina, Superfamilia: Trichostrongyloidea, familia: Haemonchidae,
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subfamilia: Haemonchinae, género: Haemonchus, especie: H. contortus (Gou et al.,
2001).

Aparentemente el género Haemonchus se origind en Africa, en antilopes y
posteriormente se diversificO y adapté en otros rumiantes salvajes, pero por la
migracion de los seres humanos y el transporte de rumiantes domeésticos infectados
se pudo esparcir la infeccion a otros continentes, H. contortus se adapté mas a la
especie ovina (Sangster, 1995). El género Haemonchus presenta una lanceta en la
cavidad oral que utiliza para perforar la mucosa gastrica durante la invasion y
desarrollo, asi como para adquirir los nutrientes necesarios del hospedero. Por su
hematofagia, los estadios endoparasitos de Haemonchus adquieren una coloracién
rojiza en intestino que los caracteriza y en el caso de las hembras, el intestino rodea
al utero de coloracién blanca por lo cual el parasito se ha denominado palo de
barberia (Quiroz, 2003). Los machos muestran la bolsa copulatriz en la parte
posterior con tres I6bulos dorsales asimétricos, conteniendo dos espiculas, cuya
funcién es unirse a la hembra en la reproduccion (Figura 1). Los machos miden
alrededor de 1310 um y las hembras alrededor de 3000 um. Las hembras son
extremadamente prolificas y pueden llegar a ovipositar hasta 5000 hpg/dia’/hembra
(Allonby y Dargie, 1975). Los huevos pueden llegar a medir hasta 70-45um y son
eliminados junto con las heces en fase de morula las cuales contienen de 8 a 16

células (Rojas et al., 2012).
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Figura 1. Parasitos Haemonchus contortus macho y hembra copulando

Hembra ~a

Otra particularidad de H. contortus es su ciclo de vida directo, que ocurre en un solo
hospedero. El ciclo presenta dos fases, externa o exdgena, donde se desarrolla de
huevo a Ls. Bajo 6ptimas condiciones de humedad y temperatura el desarrollo de
huevo a Ls se lleva a cabo entre 6 y 7 dias (Dash, 1985). Las L3 muestran
caracteristicas importantes, son hidrotrépicas positivas, fototrépicas negativas, lo
gue limita su presencia en el forraje de forma continua y crea un comportamiento
muy activo con la luz del sol tenue y la humedad del forraje en la mafiana, mientras
tienen poca actividad en las horas mas altas de luz solar y cuando se reduce la
humedad, por lo cual la larva tiende a esconderse evitando la desecacion (Onyiah
y Arslan, 2005) (Figura 1)
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Figura 2. Ciclo de vida de Haemonchus contortus.

Fase / \ -
parasita - . 7=

Adultos

a3
3’ Heces

Fase no

parasita Eclosion L1

Tomado de: Bautista, 2015

La segunda fase se denomina enddgena e inicia cuando las ovejas consumen el
forraje contaminado con Ls, se dirigen a los cuatro compartimientos digestivos para
desarrollarse en el estbmago u abomaso. Durante el trayecto, el pH, enzimas,
temperatura y CO2 contribuyen a la eliminacion de la vaina o cubierta de queratina
que protegia a la Ls, favoreciendo de esta forma el desarrollo y alimentacion a través
de la invasion a tejido para convertirse en larva 4 (L4), primer estadio hematoéfago.
La L4 tiene quimiotactismos para percibir condiciones ambientales adversas en el
abomaso (ej. cambios en pH y temperatura) y disminuir su metabolismo al minimo;
guedando como larva en hipobiosis por diferentes periodos de tiempo. Al percibir
condiciones favorables, la L4 continta su desarrollo a larva cinco (Ls) y adulto. Una
de las condiciones para la hipobiosis son los mecanismos para evadir la respuesta

inmune del hospedero, y sobrevivir (Cox et al., 1989). Al disminuir su metabolismo,
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la L4 preserva la continuidad de la especie, ya que este fenOmeno ocurre
principalmente en invierno, en areas donde la temperatura es extrema y durante
épocas muy secas, (Figura 2) (Torres-Acosta et al., 1995). El periodo de prepatencia
se describe de 15 a 18 dias en condiciones normales (Muchiut et al., 2019).

Figura 3. Larva 4 de Haemonchus contortus

~ Porcion anterior de la L,

Esofago

Tubo intestinal de color rojizo

1.2 Patogénesis de la infeccion por Haemonchus contortus

Dentro de los factores mas importantes a considerar para la patogénesis del
pardsito se encuentra la virulencia de Haemonchus y la respuesta del hospedador.
El mecanismo de patogenicidad induce gastritis por dafio inmune, dirigido contra
antigenos de secrecion-excrecion y cuticulares, la gastritis determina la actividad de
mediadores de saciedad (anorexia) y la mal digestion-absorcion de proteinas que
induce hipoproteinemia (Rowe et al, 1988). Dichos efectos causan cambios
morfofuncionales, principalmente en el abomaso, como inflamacion por la ruptura

de mucosa y continuidad de la misma y pérdida de sangre a través de pequefios
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vasos capilares. Los signos que se presentan son: anemia, edema, diarrea,
desnutricion, éste ultimo causado por el sindrome de mala absorcion (Eysker y
Ploeger, 2000). Los parasitos adultos pueden llegar a ingerir hasta 0.05mL de
sangre/parasito/dia causando una notable reduccion del volumen celular
aglomerado (VCA), utilizado como marcador de virulencia y estimacion indirecta de
la hemoncosis (Allonby y Dargie, 1975). La reduccion del VCA se observa por el
hébito de hematofagia de los tres estadios endoparédsitos (Hunter y Mackenzie,
1982).

Los factores hemoliticos excretados por los helmintos inducen la liberacion de
hemoglobina y proteinas y por consiguiente el descenso de los valores de VCA
(Pefa et al., 2004). Ademas, la ruptura de uniones intercelulares e incremento en la
permeabilidad, pérdida de células epiteliales, reparacion tisular, incremento en la
produccion de moco y aumento en la demanda de sintesis de proteinas por el
sistema inmunolégico causa la reduccion de las concentraciones del plasma
sanguineo (Khan et al., 1988). Los animales infectados tienen bajo consumo de
alimento dada la anemia, la reduccion de la liberacidén de gastrina por el dafio en las
glandulas gastricas, incremento del pH abomasal que inhibe la sintesis de pepsina
y reduce la degradacion de proteina y, por ende, la absorcién de aminoacidos, con
aumento de pepsinégeno (Simpson, 2000). Aunado a esto se presenta el
denominado sindrome de anorexia-caquexia donde se incrementa el consumo
energético en reposo de la célula debido a la accion de algunas citocinas (IL-6, IL-
1 y TNF) las cuales modifican los niveles de péptidos como la leptina, hormona
liberada del tejido graso y neuropéptido Y los cuales son responsables del estimulo
del apetito a nivel del hipotalamo (Alberola, 2006).

La patogenicidad del parasito induce dafio crénico tan severo que afecta la salud
del hospedador y permite que se observen signos indirectos como la baja condicion
corporal (Figura 4), disminucion del apetito, pérdida de proteina, gastritis

hemorragica, incremento en la permeabilidad de la mucosa y consecuentes
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edemas, letargia, reduccion en el potencial productivo de leche, lana o carne,
mucosas palidas (Figura 4) e incremento de los eosinofilos circulantes en la sangre
periférica. En los casos mas severos la emaciacion y la muerte (Angulo-Cubillan et
al., 2007).

Figura 4. Signos clinicos de infeccion por Haemonchus contortus: Baja
condicioén corporal, mucosas pélidas

1.3 Mecanismo de respuesta no especifica ante la infeccion por H. contortus

La infeccibn por Haemonchus induce la modificacion de condiciones
microambientales del abomaso y lo expulsan, los helmintos en general activan la
via alterna del complemento y permiten la unién de opsoninas en la superficie, lo
cual induce la generacion de péptidos vasoactivos y quimio activos (C3a y C5a) que
movilizan eosindfilos, ademas el mismo Haemonchus secreta quimio atrayentes de
eosinofilos y neutréfilos que refuerzan la respuesta inflamatoria. La expulsiéon
inmediata de larvas ocurre cuando las L3 son atacadas por células de mast y
leucocitos globulares antes de que la larva entre en las glandulas abomasales, a
esto se le suma la hipermotilidad, hipersecrecion gastrica e hiperplasia de células

caliciformes, lo que subsecuentemente incrementa la produccién de moco.
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Aunado a lo anterior la expulsion del parasito se asocia con la liberacion de
histamina y leucotrienos en el moco del abomaso donde inhibe la motilidad de la
larva, compuestos producidos por las células de mast y los leucocitos globulares.

La expulsién retardada de las larvas sucede por los linfocitos T CD4, anticuerpos
IgA e IgE, citotoxicidad de eosindfilos y la via clasica del complemento (Alba-

Hurtado y Mufioz-Guzman, 2013).

1.4 Evasion de Haemonchus spp. al sistema inmunoldgico del hospedador

Haemonchus spp. estd conformado por proteinas denominadas cistatinas que
inhiben proteasas relacionadas con procesos de presentacibn de antigeno,
disminucion de la respuesta de los linfocitos T. El parasito modula ademas citocinas
gue reducen la expresion de antigenos en las células presentadoras disminuyendo
la migracion de células y la respuesta inflamatoria. Adicionalmente, la lectina C
inhibe la adhesion de los leucocitos a las células endoteliales compitiendo con la
selectina, reduciendo de esta forma la inflamacién (Gémez-Samblas, 2017). Existe
otra proteina de importancia denominada calreticulina que inhibe la unién de los

glébulos rojos facilitando la hematofagia (Suchitra y Paritosh et al., 2005).

1.5 Estrategias de control de Haemonchus contortus

El término “control sustentable” de las parasitosis, propone no eliminar totalmente
las poblaciones de parasitos y mantener el equilibrio de la poblacién en refugio para
que persistan cepas susceptibles (Torres-Acosta et al., 2004). En contraste, el
control tradicional pretende erradicar las poblaciones de parasitos altamente
patdgenos. En la primera premisa, el control incrementa la produccion a largo plazo,
ya que busca armonizar al parasito con el hospedador y el clima (triada perfecta),
para minimizar la presentacion de resistencia antihelmintica al aplicar estrategias
amigables con el ambiente; mientras que en la segunda premisa se considera la
erradicacion, pero también impacta e incrementa la presion sobre los nematodos y
genera resistencia antihelmintica, es decir, seleccion de poblaciones resistentes
(Getachew et al., 2007; Cuéllar- Ordaz, 2009).
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1.5.1 Quimioterapia

Los compuestos antihelminticos son ampliamente usados y disponibles en el

mercado y tienen uso con fines preventivos, pero también curativos, en la mayoria

de los esquemas se desparasita a la totalidad del hato considerando la

epidemiologia del parasito. Los programas de desparasitacibn muchas veces

dependen de la aparicion de casos clinicos y temporada climatica y puede aplicarse

en intervalos de 15 dias a seis meses (Bowman, 1999). En el mercado existen varios

medicamentos que alcanzan hasta el 100% de eficacia, pero por su uso continuo,

su eficacia ha disminuido. Los antihelminticos mas comunes se muestran en el

Cuadro 1.

Cuadro 1. Lista de antihelminticos presentes en el mercado con las dosis

terapéuticas recomendadas en ovinos.

Grupo quimico

Antihelminticos

Dosis prescrita

Imidazotiazoles Levamisol 7.5mg/Kg (Andrews, 2000)
Bencimidazoles Albendazol 5mg/Kg
Fenbendazol 5mg/Kg
Oxfendazol 5mg/Kg (McKenna y Watson, 1987)
Lactonas Ivermectina 0.2mg/Kg
macrociclicas Moxidectina 0.2mg/Kg
Salicilanilidas Closantel 10mg/Kg (Uppal et al., 1993)

Tomado de: Bowman, 1999.

El desarrollo de resistencia generalmente se produce por la aplicacién continua y

repetida de el mismo principio activo, en los peores casos es multirresistente, es

decir, no solo a un farmaco, pero también en otros. La resistencia a levamisol y

bencimidazol ha sido notificada como un gen autosémico recesivo (Sangster et al.,

1998), y al parecer dos loci genéticos de B-tubulina (Beech et al., 1994).
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Cuadro 2. Reportes de antihelminticos con

diferentes paises.

resistencia a Haemonchus contortus en

Pais Ciudad Antihelmintico Autor
Africa Etiopia Albendazol, Sissay et al., 2006
Tetramizol,
Ivermectina
Sur Africa Todos los grupos Van Wyk et al., 1997
Europa Francia Bencimidazol, Chartier et al., 1998
Levamisol
Gran Bretafia Bencimidazol Coles, 1998
Asia Malasia Bencimidazol, Chandrawathani et al.
Levamisol, Closantel 1999
Ivermectina
Sur América Argentina Bencimidazol, Eddi et al., 1996
Levamisol,
ivermectina
Uruguay Bencimidazol, Nari et al., 1996
levamisol, lvermectina Mederos, 2002
Ivermectina
México Encalada Mena et al.,
Ivermectina, 2008
Bencimidazol Torres-Acosta et al.,
Ivermectina, 2007
Paraguay Albenzadol Maciel et al., 1996
Levamisol
Cuba Levamisol e Arece et al., 2004
Nicaragua Ivermectina Rimbaud et al., 2005
Benzimidazol Maroto et al., 2009
Costa Rica Ivermectina
Australia Australia Bencimidazol, Green et al., 1981
Avermectinas Le Jambre et al. 1995

Modificado de: Getachew et al., 2007
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1.5.2 Nuevas alternativas para el control integrado

El control integrado de parasitos contempla reducir la carga parasitaria de forma tal
que no cause problemas clinicos en los animales y que ademas los hospederos se
infecten y puedan generar respuestas inmunes especificas (Fonte-Galindo et al.,

2016). Las estrategias que se utilizan se describen en la figura 5.

Figura 5. Estrategias mas comunes para el control integrado de parasitos (CIP)

—  Particulas de cobre

—  Pastoreo rotacional

Uso de hongos
nematofagos

Uso o cruce con razas
resistentes

Desparacitacion selectiva
— (FAMACHA 'y condicion
corporal)

Estrategias del control integrado de
parasitos (CIP)

— Homeopatia

— Herbolaria

1.5.2.1 Uso de particulas de cobre
Las particulas de cobre (Cu*) quedan retenidas en el abomaso después de la

administracion ruminal, el Cu* es liberado de forma lenta por varias semanas y la

dosis recomendada es de 2.5 a 5 g de 6xido de Cu* o también de 0.1g/Kg de peso
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vivo (Bautista, 2015). La frecuencia de administracion se considera cada seis meses
o incluso cada afio dependiendo de la carga parasitaria (Galindo et al., 2011). Las
particulas de Cu* contribuyen a reducir el hpg y disminuir las fases adultas en
abomaso. El mecanismo de accién propuesto menciona que los iones de Cu*
liberados en el ambiente acido del abomaso dafian la cuticula del parasito,
causando la muerte. Aunado a lo anterior, el Cu* induce el descenso de pH
favoreciendo la transicion de pepsina a pepsindgeno, permitiendo la digestion de

proteinas consumidas en la dieta (Knox, 2002).

1.5.2.2 Estrategias de pastoreo

La concentracion de L3 de nematodos incrementa en la pradera después de una
semana de pastoreo; las L3 pueden permanecer activas hasta nueve semanas
(Banks y col., 1990). Por lo anterior, el sistema rotacional reduce el conteo de hpg
y la cantidad de antihelmintico utilizado al afio, ya que el consumo de L3 es
significativamente menor. El pastoreo mixto de ovinos y bovinos permite reducir la
carga en la pradera, generando el efecto aspirador, que también puede ser llevado
a cabo con equinos en donde el consumo de Lz en hospederos no definitivos reduce

la dosis infectante para los definitivos (Barger, 1997).

1.5.2.3 Control bioldgico con hongos nematofagos

Este método tiene efecto sobre la fase exdgena de los nematodos, es decir sobre
larvas, donde se aprovechan las propiedades predadoras de los hongos. Los
hongos se administran en forma de espora, via oral, con la alimentacién y se
eliminan en las heces en la pradera donde se desarrollan formando anillos/hifas que
atrapan a las larvas y se alimentan de ellas. Los hongos mas representativos de
este grupo son los hongos hifomicetos depredadores y los mas utilizados son
Arthrobotrys oligospora contra larvas de H. contortus. Gruner et al. (1985)
demostraron que hongos como Dactylaria candida, Candelabrella musiformis y
Arthrobotrys tortor tuvieron efecto letal sobre H. contortus y Teladorsagia
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circumcincta. Mendoza de Gives et al. (1998) reportd el uso de 11,350.000
clamidosporas del hongo Duddingtonia flagrans aislada en México, las cuales
redujeron 88% las Lz encontradas en las heces de ovinos. Gonzalez-Gardufio et al.,
(2005) demostraron la capacidad depredadora de D. flagrans sobre L3 en ovinos de
pelo, donde el hongo desarroll6 estructuras especializadas para capturar e
inmovilizar las larvas y posteriormente alimentarse del contenido, su efecto se
demostrd sobre Ls de H. contortus y Cooperia punctata (nematodo parasito de

rumiantes).

1.5.2.4 Uso de razas resistentes
La resistencia de algunas razas de ovinos a los parasitos depende de mecanismos

inmunes no especificos para llevar a cabo la expulsion de larvas. Entre estos
mecanismos se ha descrito el incremento en el nUmero de células tipo mastocito y
leucocitos globulares, previo a la invasién de larvas a la mucosa del abomaso.
Ademas, se observa hipermotilidad, secrecién géstrica, hiperplasia de células
caliciformes e incremento de la produccion de moco, que a su vez impide la
motilidad de larvas (Cuéllar, 2019). La resistencia y susceptibilidad a nematodos
depende del nivel y tipo en la expresion de genes asociados a la respuesta inmune,
donde las razas resistentes disminuyen la expresion de genes asociados con la
coagulacién sanguinea, reparacion y regeneracion del tejido, migracion celular en
el abomaso y nodulos linfoides abomasales, al mismo tiempo, se incrementa la
motilidad intestinal, respuesta inflamatoria, diferenciacion celular, proliferacién y

reduccion de apoptosis (Alba-Hurtado y Mufioz-Guzman, 2013).

1.5.2.5 Desparasitacion selectiva en ovinos
Entre 70% y el 80% de los animales muestran cargas bajas de nematodos

gastroentéricos y solo un pequefio porcentaje tiene alto nimero de parasitos, y son
los que contaminan la pradera (Van Wyk et al., 2006). Estos animales son los que
muestran en el hato signos clinicos agudos como diarrea, anemia, baja de peso y

de produccién (leche o carne), presentan altas cargas parasitarias y son los
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hospederos para tratar. Las técnicas de desparasitacion selectiva se agrupan en
dos tipos: 1) los que se basan en identificar a los animales con mayor cantidad de
parasitos, y 2) los que podrian ser los animales con mayor riesgo de infectarse, para
identificarlos se debe correlacionar y analizar el nimero de hpg, FAMACHA,
condicion corporal y diarrea de disco. Para determinar el hpg se utiliza la técnica de
McMaster modificada, para la condicion corporal se lleva a cabo mediante la
determinacion visual y tactil de la acumulacién de tejido adiposo subcutaneo (grasa)
en algunos puntos corporales del animal, FAMACHA mediante la determinacién
cualitativa de la coloracion de la mucosa conjuntival y la diarrea de disco por

observacion cualitativa como se describe en el cuadro 3.

Cuadro 3. Técnica de disco para evaluar diarrea en corderos

Disco Caracteristica
1 Heces normales en bolita 6 40% de materia
seca
2 Heces en pasta 6 26% de materia seca
3 Heces semi-liquidas o diarrea 6 16% de
materia seca

Tomado de: Torres-Acosta et al., 2004.

Ademas de lo anterior, el otro criterio a tener en cuenta para la desparasitacion
selectiva es utilizando la tarjeta FAMACHA, donde se compara el color de la mucosa
ocular para detectar el grado de anemia como indicador de los efectos de la
infeccion por H. contortus en el desbalance nutricional, por ello, este sistema debe
ser acompafiado de pruebas parasitolégicas como medio para identificar animales
resistentes, resilientes y susceptibles. La clasificacion seguin FAMACHA se lleva a
cabo en 5 categorias donde 1 es rojo y 5 es blanco. La ventaja del sistema permite
escoger a los animales que tienen cargas altas, pero no desarrollan anemia,
permitiendo seleccionar a los animales resilientes y descartar animales que
continuamente son desparasitados y al mismo tiempo reducir la infeccion de la
pradera (MAlan y Van Wyk, 2001).
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A las metodologias citadas anteriormente se puede evaluar la condicion corporal,
asociada a la infeccidn con otros parasitos no hematéfagos como Trichostrongylus
spp. (Van Wyk et al., 2006).

Al utilizar las tres estrategias de desparasitacion se puede sumar la carga parasitaria
y determinar el limite que puede tener un hato, es decir, hasta qué cantidad de hpg
en los animales se afectan los parametros productivos mas evidentes como el peso,

produccion de leche o lana (Torres-Acosta et al., 2004).

1.5.2.6 Homeopatia
La homeopatia ha tenido utilidad en el campo de salud publica, animal, en estudios

etolégicos y ambientales, ademas se considera una alternativa que genera cero
residuos por sus caracteristicas quimicas. Los productos homeopaticos son
elaborados con sustancias minerales, vegetales y animales, se preparan en
concentraciones por debajo del nimero de Avogadro y en general se considera que
actuan estimulando el sistema inmunolégico. Las concentraciones mas utilizadas se
refieren ala 30CH y 200CH, ademas de ello, las formas de maceracion y extraccion
son las reportadas en la farmacopea homeopatica mexicana (Higuera-Piedrahita,
2016).

1.5.2.7 Herbolaria
La fitomedicina es una actividad humana milenaria, donde se han identificado

plantas que mejoran la condicion y estado de salud de los animales (Pochettino et
al., 2003). Tanto los extractos hidroalcoholicos como etandlicos han mostrado
eficacias considerables en el control de nematodos, no sélo en los animales, sino
inclusive en los humanos. Uno de los principales retos que enfrenta el uso de
plantas medicinales en el tratamiento de enfermedades es que mucho de los
compuestos activos no han sido totalmente identificados, y ademas de ello, las

concentraciones de sustancias activas usadas in vitro no siempre corresponden a
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la disponibilidad en la planta y a la que se logra en animales vivos (Pérez y Argurcia,
2008).

Los fitofarmacos han sido evaluados principalmente in vitro y mediante técnicas
quimicas se ha determinado la actividad de ciertas familias de compuestos como
los flavonoides entre ellos derivados de galoil y flavanonas como acido galico,
methyl galato, etil galato, naringina, glucosido de galoil y naringenina los cuales se
adhieren al huevo y a la cuticula externa de la larva de H. contortus causando dafio
y muerte (Zarza-Albarran et al., 2020). Davuluri et al. (2020) reporta la presencia de
otros compuestos responsables de la actividad antihelmintica sobre H. contortus
(huevo y larva) como alcaloides, taninos, saponinas y aminoacidos. Gonzalez-
Cortazar et al (2018) reportan actividad antihelmintica sobre larva y huevo de H.
contortus considerando a los flavonoides rutina y miricitrina y que ademas pueden
actuar sobre ovinos infectados alcanzando el 66.2% de reduccion de huevos en el

grupo tratado con rutina.

1.6 EIl género Artemisia
Artemisia pertenece a la familia Asteraceae, es un género amplio de plantas que

contiene alrededor de 200 a 400 especies que se ubican principalmente en zonas
de Asia, Europa y Norte América. Las especies de Artemisia tienden a ser perennes,
anuales o bianuales y de olor fuerte, poco palatable. La taxonomia se muestra en la

figura 6.
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Figura 6. Taxonomia del género Artemisia

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Angiospermae
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Artemisia

Las hojas generalmente estan divididas, algunas pueden formar racimos (Bora y

Sharma, 2011). El género Artemisia ha mostrado diferentes usos que pueden

apreciarse en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Especies de Artemisia spp. y su uso en la medicina tradicional.

anticancerosa

Especies de Artemisia Usos en la medicina Referencia
tradicional

A. Annua Antimalarico, antioxidante Ho et al., 2014

A. Absinthium Antioxidante, citotoxico, Wegiera et al., 2012
antiespasmadico,
antihelmintico, neuroprotector.
A. afra Malaria, antibacterial Thring et al., 2006
A. asiatica Antiinflamatorio, Wang et al., 2007

A. douglasiana

Reduce el sindrome

premenstrual

Garcia y Adams, 2005

A. dracunculus

Antimicrobial, anticoagulante

Al Baytar et al., 1992
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A. vulgaris Insecticida, larvicida y Saleh et al., 2014
anticanceroso
A. abrotanum Antimicrobial Ghasani et al., 1990

A. vestita Antiinflamatoria Lv et al., 2008
A. judaica Insecticida, antifingico Calderone et al., 1999
A. verlotorum Antimicoético Saddi et al., 2007
A. arborescens Antiviral Tanaka, 1981
A. capillaris Anticanceroso, Aniya et al., 2000
antiinflamatorio
A. giraldii Antibidtico Tan et al., 1999
A. maritima Hepatoprotectiva Janbaz et al., 1995
A. monosperma Insecticida Tan et al., 1998

A. nilagirica Antibacterial Ahameethunisa y Hopper,
2010
A. scoparia Antioxidante, insecticida Singh et al., 2008

A. sieversiana

Antiinflamatoria

Saratikov et al., 1986

A. tripartita

Antifingica

Tan et al., 1999

A. argyi

Anticancerosa

Khan et al., 2011

Modificado de: Taleghani et al., 2020.

1.7 Fitoquimica de Artemisia spp.
Los metabolitos secundarios son moléculas organicas pequefias que se producen

bajo condiciones medio- ambientales especificas para la planta, y su condicién
genética. Estos incrementan la posibilidad de supervivencia de la planta al evitar su
consumo por parte de herbivoros, ya que es muy poco palatable. Existen tres clases
de metabolitos secundarios: terpenos (conformados por hidrégeno-H* y carbono-C),
fenoles (conformados por azlcares simples, oxigeno, O, H* y grupos benceno) y
compuestos nitrogenados con diversas estructuras. En este sentido, el color, olor y
sabor depende de la cantidad de metabolitos secundarios que posea la planta y la

sinergia que exista entre ellos (Wilcox, 2009).

El género Artemisia incluye plantas medicinales con actividad biol6gica probada en

sus aceites esenciales y metabolitos secundarios. Dentro de los principales
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componentes encontrados estan los sesquiterpenos, di terpenos, flavonoides,
cumarinas, isofenilcumarina, acido cafeoilquinico, esteroles, fenoxycromenos,

fenilpropanos, acetilenos (Turi et al., 2014).

1.8 Sesquiterpenos
Los sesquiterpenos son moléculas derivadas de los terpenos y se clasifican de

acuerdo al numero de isoprenos (moléculas formadas por cinco carbonos) que se
pueden encontrar en forma de hemiterpenos (un isopreno), monoterpenos (dos
isoprenos), sesquiterpenos (3 isoprenos), diterpenoides (cuatro unidades de
isopreno), sesterterpenoides (cinco unidades de isopreno), triterpenoides (seis
unidades de isopreno), tetraterpenoides (ocho unidades de isopreno) vy
politerpenoides (con mas unidades de isopreno). Los terpenos son utilizados por la
planta para su proteccidon ante el ambiente abidtico y bidtico, crecimiento y
desarrollo. Entre los mas importantes se encuentra la sintesis, liberaciéon de
fragancias utilizada en perfumeria y aromaterapia y muchos otros toman su
importancia en el campo de la comida como aditivos naturales. Los terpenos
también cobran importancia en el campo de la medicina humana y animal, actdan
contra células cancerigenas, anti-hiperglucémicos, antioxidantes, antimicrobianos,

antifangicos, antivirales y como antiinflamatorios (Ramawat y Mérillon, 2013).

Los sesquiterpenos son moléculas incoloras y amargas, considerados como los
principales componentes del género Artemisia. En este sentido, la planta mas
estudiada es A. annua de donde se extrajo la molécula deoxiartemisinina, acido
artemisinico, arteannuin -B y artemisiteno. Ademas, se han sintetizado dimeros,
trimeros, derivados galactosilados, fluoroderivados y dihidro-artemisininas con

actividad biol6gica (Dandan et al., 2009).

Otro de los terpenos aislados de A. pirinceps, Pamp, A. asiatica y A. douglasiana
para obtener yomogina (Figura 4), novanina, carlaolides B, 15-dihydro-3-como

posibles inhibidores de la produccién de 6xido nitrico en macréfagos activados por
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lipopolisacéaridos (Ryu et al.,, 1998) e incluso inhiben la degranulacion de los

mastocitos (Ryu et al. 2000).

Figura 7.Estructura de yomogina extraida a partir de Artemisia asiatica la cual es
responsable de la inhibicion del 6xido nitrico en los macrofagos activados por

lipopolisacéridos.

Tomado de: Kitson et al., 2011

Dentro de los diterpenos aislados de A. rupestris antiquorina posee actividad
anticancerigena (Xie et al., 2013) al igual que la friedelina obtenida a partir de A.
annua (Liu et al., 2013).

1.9 Flavonoides
Los flavonoides son una clase de metabolitos secundarios con estructuras fenodlicas

variables que quimicamente tienen un esqueleto de 15 carbonos, los cuales
consisten en dos anillos fenil y un anillo heterociclico. Se clasifican a su vez en
subgrupos de antocianinas, antoxantinas, flavanones, flavanonoles, flavanos e
isoflavonoides. Los flavonoides tienen dentro de sus funciones la atraccion de
animales polinizadores produciendo pigmentos rojos o amarillos, reguladores
fisioldgicos, inhibidores de ciclos celulares y actividad inhibitoria sobre organismos

que causan enfermedad en las plantas. Ademas, tienen amplias funciones
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bioldgicas que incluyen propiedades contra células del cancer, alergias, inflamacion,
oxidantes, microbianas, fungicas y diarreas. En el género Artemisia, se han
identificado diez flavonoides y sus derivados como flavonas y chalconas (Ramawat
y Meérillon, 2013; Taleghani y Tayarani, 2018). Dentro de los mas importantes se
encuentra eupafolina (Figura 8) obtenido a partir de A. princeps la cual induce la

apoptosis en células humanas en adenocarcinoma (Chung et al., 2010).

Figura 8. Estructura quimica de eupafolina

Tomado de: Herrerias et al., 2008

1.10 Cumarinas
Las cumarinas son las sustancias naturales mas importantes de la clase de las

benzopironas, las cuales se conocen como anti-auxinas y juegan un papel muy
importante en el crecimiento de las plantas, al igual que en su defensa. Tienen
propiedades biologicas contra bacterias, células cancerigenas, diabetes, virus, son
antioxidantes, procesos inflamatorios e inhibidores de actividad enzimética. El
género Artemisia es rico en compuestos parecidos a las cumarinas, entre los mas
importantes se encuentra la esculetina con actividad termiticida (figura 6),
escoparona, dracumerina purificadas de A. capillaris y A. dracunculus (Hong et al.,
2015; Masuda et al., 2015; Lee et al., 2016).
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Figura 9. Estructura molecular de la esculetina con actividad termiticida

HO X

HO O 0

Tomado de: https://uniiguim.iguimica.unam.mx/compuesto-item/esculetina-920/

1.11 Aceites esenciales
Los aceites esenciales son compuestos volatiles, naturales y complejos que

contienen gran variedad de moléculas como terpenos y aromaticos, derivados de
compuestos alifaticos y fendlicos. En la naturaleza, se consideran compuestos de
importancia para la planta ya que actlan contra virus, bacterias, hongos, insectos o
incluso atrayentes de insectos que permitan la dispersion de semillas y polen o para
repeler otros insectos que puedan causar dafio. Tienen ademas gran aplicacion en
el campo de la cosmética y en la industria porque actian en contra de virus, células
del cancer, bacterias y coadyuvan en enfermedades psicoldgicas. Los componentes
mas importantes son borneol (potente insecticida, inhibidor de acetilcolina) el cual
se muestra en la figura 10, camfor, terpineol (efecto sobre bacterias que causan
caries y enfermedad periodontal), eucaliptol (acaricida), B-tujona (alucin6geno)
extraidos principalmente de A. diffusa (Passos et al., 2009; Taherkhani, 2015;
Almahdawy et al., 2017).
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Figura 10. Estructura quimica del compuesto borneol
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Tomado de: Al-Farhan et al, 2010

1.12 Lignanos
Los lignanos son dimeros fenil-propanoides, y forman parte de la mayoria de los

alimentos vegetales en frutas, vegetales, legumbres, semillas y algunos granos. La
lignina junto con la celulosa forma las paredes fuertes de las plantas y poseen
actividad biolégica antitumoral y antiviral. Se encuentran dentro del grupo de
polifenoles y dentro de los representantes mas importantes se encuentra la
sesamina (Figura 6) obtenida a partir de Artemisia gorgonum y se considera como
un potente inductor la actividad de las enzimas responsables de la oxidacion de los
acidos grasos como palmitoiltransferasa, acil-CoA deshidrogenasa, acil-CoA
oxidasa, 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa, enoil-CoA hidratasa y 3-cetoacil-CoA
tiolasa. Ademas de ello las dietas suplementadas con sesamina incrementa la
actividad de 2,4-dienoil-CoA reductasa y A3, A2 enoil-CoA isomerasa las cuales son
enzimas en la via auxiliar de la B-oxidacién de acidos grasos insaturados (Sharma
et al., 2020).
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Figura 11. Estructura quimica del lignano sesamina

Tomado de: Sharma et al., 2020

1.13 Otros compuestos
A partir de A. annua se han separado otros compuestos como los derivados de

cumarato como el estigmasterol (figura 12), un fitoesterol con efecto fotoprotector

sobre los rayos ultravioleta (Ferreira, 2014).

Figura 12. Estructura quimica de estigmasterol

Tomado de: Manufacturas, proveedores y productos de China

1.14 Artemisinina
Artemisia annua fue usada en la medicina tradicional china como infusion para la

fiebre y para soldados con malaria, durante afios de investigacion se demostro que
existia un compuesto responsable del efecto denominado artemisinina, un
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sesquiterpeno que actualmente es la alternativa mas utilizada para el tratamiento

de malaria con bajas posibilidades de obtener resistencia (Rodriguez et al., 2006).

La artemisinina es una lactona sesquiterpena (Figura 8) que posee enlace con un
grupo endoperoxido. Desde su aislamiento, varios otros derivados han sido
sintetizados de A. annua generando sustancias mas 0 menos activas como
artemisinina. Dentro de los derivados mas comunes esta dihidroartemisinina,
arteméter, artemisiteno y artesunato sédico los cuales contienen el grupo peréxido
(Balint, 2001). Son ademas denominados endoperdxidos de primera generacion y
se utilizan principalmente como tratamiento para malaria. Aquellos compuestos
como la deoxiartemisinina que no poseen el grupo peréxido son totalmente inactivos
(Klayman, 1985).

La artemisinina presenta baja disponibilidad para formulaciones de uso oral y accion
limitada en las fases eritrociticas de la malaria, por lo cual, se desarrollaron
farmacos sintéticos denominados endoperoxidos de segunda generacion, pero con
estructuras mas simples (Klayman, 1985). Los endoperéxidos poseen algunas
ventajas sobre los demas farmacos antimalaricos como poca 0 nula resistencia
cruzada con otros farmacos, eficacia mayor en el tratamiento y dentro de las
desventajas estan: tiempo de vida més corto, biodisponibilidad para formulaciones
en uso oral y evidencias de neurotoxicidad en estudios preclinicos (Meshnick et al.,
1996). La dihidroartemisinina es la molécula con mayor actividad antimalérica,
metabolizada a través del sistema enzimatico CYP2A6, al mismo tiempo que el

artesunato.
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Figura 13. Estructura de artemisinina y sus derivados.
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Tomado de: Lu et al., 2018

El mecanismo de accidén atribuido a artemisinina es el de perturbar la homedstasis
por mecanismos de 6xido reduccion, de forma tal, que el hierro del hemo reduce el
enlace peroxido en el artesunato, generando especies de hierro oxidado lo que
desencadena una cascada de reacciones que liberan radicales de oxigeno reactivo

que dafa el parasito y lo llevan a la muerte (Zhang, 2020).

1.15 Artemisia cina
Artemisia cina es un arbusto perteneciente a la familia Asteraceae nativa del este

del mar Caspio en Afganistan, con olor aroméatico de 40 a 60 cm, con tallos erectos
y algodonosos; las hojas son pequefias, peciolos cortos y sésiles en las hojas
superiores. Crece en el semidesierto con temperaturas extremas y prefiere el suelo
salino. Ha sido conocida vulgarmente como cina o ajenjo marino y se ha utilizado

en la medicina tradicional como antiparasitaria (Woerdenbag, 2017).

En los afios 1950 y 1970 se utilizaban formulaciones de plantas a base de A. cina
para desparasitar nifilos en colegios y jardines, el ingrediente activo relacionado se
denomina santonina. Las santoninas (Figura 9) fueron inicialmente preparadas en
tableta y posteriormente como un dulce con saborizante ya que su objetivo fueron
niios en donde la ascariasis tiene mayor prevalencia (Zhang et al., 2019). Sin
embargo, su uso se descontinué debido a la toxicidad acumulada causada entre

60mg en niflos y 200mg en adultos.
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Saitaeva y Sidyakin (1971) reportaron la presencia de artemisinina en las hojas de
A. cina, molécula a la cual le atribuyeron el efecto antimalarico y por lo cual se utilizd

durante muchos afos como alternativa a A. annua.

Figura 14. Estructura quimica de las santoninas, molécula responsable del efecto
antiparasitario en nifos.
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Tomado de: Saitbaeva et al., 1971

Se han probado extractos etandlicos de A. cina para determinar el efecto
antihelmintico, logrando un efecto de hasta el 80% sobre larvas de H. contortus (Van
Agtmael et al., 1999). A. cina o también llamada “matadora de lombriz” debe su
efecto a las partes aéreas de la planta y su efecto se ha demostrado en infecciones
causadas por el protozoario Giardia en cerdos, tal como lo reporta Lans et al.,

(2007). Sin embargo, su uso continuo puede causar intoxicacién por santoninas.

Por otro lado, Lyengar (2009) utilizé A. cina en compuesto homeopatico a 200CH
(Centesimal hannemaniana) y extracto crudo, mostrando alta eficacia sobre la
enfermedad del nudo de raiz de la morera (Morus alba). Respecto al extracto crudo
la molécula responsable del efecto se reporté como santonina. Bashtar et al., (2011)
realizaron extractos acuosos con A. cina desafiandolos in vitro sobre el cestodo de
rumiantes, Moniezia expansa utilizando 24g de extracto crudo, ademas de obtener

resultados de pardlisis del adulto a dosis dependiente. De esta forma el cestodo
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alcanzé la muerte a las 14 horas post-exposicion utilizando 10 g/L. Por microscopia
electronica se observd dafo ultraestructural en el scolex del parasito viéndose

corrugado y encogido.

Figura 15. Moniezia expansa con scolex corrugado después de la exposicion al
extracto acuoso de Artemisia cina

Tomado de: Bashtar et al. (2011). SC: scolex corrugado.

Chetan et al., (2012) demostraron que los extractos obtenidos por polaridad a partir
de A. cina tiene efecto antibacterial sobretodo en microorganismos que presentan
resistencia a los antibiéticos como Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Shigella
flexneri, Staphylococcus aureus, Bacilus subtilis, Bacilus cereus a concentraciones
inhibitorias de 100ug/uL. Los extractos también fueron probados para determinar si
existe proteccion al ADN por medio de la técnica de fragmentacion de ADN por
radicales hidroxilos, demostrando actividad antioxidante (Chetan et al., 2012).
Herawati et al., (2015) manipularon genéticamente A. cina para inducir la expresion
del gen que sintetiza artemisinina permitiendo la sobrexpresiéon del compuesto

bioactivo considerado bactericida, antitumoral y antifingico
Higuera-Piedrahita (2016) demostré el efecto antihelmintico de A. cina en

infecciones naturales e inducidas de H. contortus en ovinos, utilizando extractos

hidroalcohdlicos y etandlicos donde se observo reduccion de la infeccidn parasitaria
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de 7 a 14 dias postratamiento, via oral en corderos naturalmente y artificialmente
infectados. Ademas, la autora notifico el efecto letal sobre huevos y L3 de H.
contortus a concentraciones menores (2 y 1 mg/mL) a las notificadas para otros
extractos. Higuera-Piedrahita et al., (2015), mostraron que el extracto etandlico y las
artemisininas extraidas del extracto no afectaron la accién de L3 en explantes
abomasales, al no inhibir la invasion de la larva al tejido, sin embargo, los resultados
mostraron disminucion de la infeccion y mejora de otros pardmetros clinicos como

el indice FAMACHA, condicién corporal y ganancia de peso.
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CAPITULO Il

2 Justificacion

Una de las principales limitantes para los sistemas de produccién ovina en pastoreo
son los nematodos gastroentéricos (NGE), especialmente Haemonchus contortus y
el principal método de control ha sido el uso de antihelminticos.
Desafortunadamente su uso inadecuado e indiscriminado ha favorecido la seleccion
de cepas de parasitos con resistencia a los medicamentos. En México la RA ha sido
notificada por diversos investigadores y lamentablemente esta cifra va en aumento.
Esta problemética ha motivado al desarrollo de nuevas opciones para el control de
los NGE, el conjunto de esas estrategias se conoce como Control Integral de
Paréasitos (CIP), orientado basicamente a H. contortus, que por sus habitos
hematofagos se considera uno de los mas virulentos y se trabaja como modelo
biolégico. EI CIP contempla, entre otras opciones, el manejo del pastoreo, uso de
razas resistentes, el control bioldgico a través de hongos nematéfagos y nematodos
de vida libre como depredadores, la desparasitacion selectiva empleando el indice
FAMACHA®, la administracion de particulas de cobre, herbolaria y la homeopatia,
gue si bien de manera individual no tienen un mayor impacto que los farmacos, el
uso de dos o mas opciones en conjunto muestran efectos positivos sobre la

disminucién en la eliminaciéon de huevos del parasito.

La fitomedicina es una actividad humana milenaria, que ha logrado ir identificado
plantas que mejoran la condicién y estado de salud de sus animales. Muchos
principios activos actuales se han aislado o purificado de las plantas. No obstante,
lo anterior, se crea la necesidad de generar trabajos cientificos para validar la dosis,
la accion y los efectos adversos de los compuestos elaborados a partir de plantas
sobre los animales. La mayoria de los datos disponibles se refieren a trabajos in

vitro, faltando conocer la biodisponibilidad en animales parasitados. En general, en
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los trabajos in vivo, los compuestos vegetales han mostrado una baja eficacia y
dificilmente igualan a los antihelminticos disponibles, razon por la cual, el estudio
debe ser encaminado a la identificacion de la(s) moléculas responsables del efecto,
y con éstas, realizar los ensayos in vitro e in vivo, incluso utilizando modelos murinos
gue permitan ayudar a predecir el comportamiento del farmaco. El género Artemisia
ha mostrado muy prometedora actividad antihelmintica por los compuestos que
poseen las plantas; sin embargo, no estan totalmente estudiadas, ademés en los
altimos 20 afios se ha puesto mayor atencion a un sesquiterpeno extraido a partir
de A. annua con actividad antiprotozoaria, mientras que otras plantas como A. cina

han sido pobremente estudiadas.
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CAPITULO 1lI

3 Hipotesis

El extracto etandlico de Artemisia cina, asi como las moléculas derivadas del mismo

poseen actividad antihelmintica contra Haemonchus contortus.
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CAPITULO IV

4  Objetivo.
Determinar el posible efecto antihelmintico del extracto etandlico de Artemisia cina
in vitro sobre estadios de vida libre y endoparasito en jerbos y en cabras infectadas

con el nematodo Haemonchus contortus.

4.1 Objetivos especificos:
o Establecer la posible actividad letal de la fraccion hexanica, acetato de

etilo y metandlica sobre Lz y L4 de H. contortus in vitro.

¢ Identificar y dilucidar los metabolitos de la fraccion mas activa de A.

cina utilizando ensayos biodirigidos.

e Determinar el posible efecto de las fracciones obtenidas a partir del
extracto etanolico de A. cina en jerbos (Meriones unguiculatus)

infectados con H. contortus.

e Evaluar la fraccion méas activa de A. cina en cabras con infeccién

natural con H. contortus.
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CAPITULO V

5 Resultados obtenidos de esta investigacion
El cumplimiento de los objetivos planteados tiene como resultados la presentacion

de los siguientes productos:

Capitulo VI: Actividad letal de las fracciones hexanica, acetato de etilo y metandlica
de A. cina sobre huevo y larva infectante de H. contortus in vitro por medio de

resumen, materiales y métodos, resultados y discusion.

Capitulo VII: Metodologia y resultados para la identificacion de los metabolitos
responsables de la actividad antihelmintica de la fraccion hexanica de A. cina
mediante ensayos biodirigidos en el resumen, materiales y métodos, resultados y

discusion.

Capitulo VIII: Evaluacion in vivo de la fraccion hexanica de A. cina en cabras con
infeccion natural de H. contortus en resumen, materiales y métodos, resultados y
discusion. Los resultados permitieron la elaboracion y envio de un articulo cientifico,
el cual se encuentra en revision por parte de la revista Parasite (Factor de impacto:
2.050.

Capitulo IX: Elaboracion, traduccion y envio de un articulo cientifico a la Revista
Acta Parasitoldgica, la cual posee un factor de impacto de 1.019. El articulo esta en
espera de respuesta por parte del comité cientifico editorial de la revista indizada.

Se presenta el articulo complete enviado, asi como la respuesta del editor.

Capitulo X: Elaboracién, traduccion, envio y publicacion del articulo cientifico en la
Revista Mexicana de Ciencias Pecuarias. El articulo esta en el estatus de publicado.
La revista tiene IF de 0.884.
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CAPITULO VI

6 Actividad letal de las fracciones hexanica, acetato de etilo y metandlica de A.

cina sobre huevos y larvas infectante de H. contortus in vitro

6.1 Resumen

El objetivo de este estudio fue determinar la actividad letal de las fracciones
hexanica, acetato de etilo y metandlica de Artemisia cina sobre huevos y larvas
infectantes de Haemonchus contortus. El material biolégico se colect6 a partir de
ovino donador con la técnica de Corticelli-Lai. La planta A. cina fue colectada y
secada por cinco dias. Se utilizaron cinco kilos de planta para realizar los extractos
hexanico, acetato de etilo y metanol, procesados para su extraccion en solvente
durante dos dias, seguido de liofilizacion. Se evalud el efecto letal sobre L3 e
inhibicién de la eclosién de huevo por triplicado, a concentraciones de 4 y 2 mg/mL.
Los controles utilizados fueron albendazol y artemisinina, grado reactivo. Al extracto
con mayor eficacia se le determiné la concentracién letal so y 90 (CLso-90). Se utilizé
el programa estadistico Statgraphics (Centurion XV®) con un ANOVA para obtener
diferencias significativas con prueba de LSD para comparacion de medias. La
estimacion de CLso-90 Se realizo con el programa SAS (Version 9, 2004; SAS Institute
Inc., Cary, NC). La fraccién hexanica mostré 76.6+9.3% de inhibicion de la eclosion
de huevos y 80+9% de efecto letal sobre Ls; las fracciones en acetato de etilo y
metandlico mostraron efecto letal menor al 60% para larva e inhibicion de la eclosién
de huevos. El andlisis PROBIT mostré que la CLso para la fraccion hexanica fue de
0.5mg/mL y 1mg/mL para la CLeo. La fraccibn hexanica de A. cina resulté un
potencial antihelmintico, con eficacia sobre las fases exdgenas del ciclo de vida de

H. contortus.
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6.2 Materiales y métodos

6.2.1 Ubicacion
Los ensayos se llevaron a cabo en el laboratorio 3 de la Unidad de Investigacion

Multidisciplinaria de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan-UNAM. Se utilizo
un ovino donador en los corrales de la Unidad de Posgrado de la misma entidad. La
obtencién y cultivo de L4 se llevo a cabo en el laboratorio de Helmintos del Centro
Nacional de Investigacion Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad. Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias. Jiutepec, Morelos,

México.

6.2.2 Disefo experimental

6.2.2.1 Obtencion de material vegetal e identificacion de Artemisia cina
Se obtuvieron 5 kilogramos de planta de Lab. Millenium®, México, quienes

producen la planta de forma comercial en las siguientes condiciones: humedad de
24.6%, pH 8.7 y salinidad de 1.6%. La planta se envio para su identificacién en Lab.
Hunab®, México (Anexo VII).

6.2.2.2 Obtencidén de los extractos hexanico, acetato de etilo y metandlico de A.
cina
Se tomaron 5 kilogramos de A. cina fresca para su deshidratacion a 60°C en estufa.

El material ya seco se maceré en 5 litros con n-hexano durante 24 horas a
temperatura ambiente (24°C) (Jiang et al., 2016). El extracto contenido en el
solvente se concentré en rota evaporador (Heidolph Laborota 4000, Heidolph
Instruments, Schwabach, Alemania) a presion reducida a 60°C y se liofilizé. El
proceso se repitid utilizando acetato de etilo para obtener la fraccion de mediana

polaridad y finalmente se obtuvo la fraccibn metandlica.
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6.2.2.3 Formulacion de los extractos de A. cina
Los extractos se mezclaron con polivinilpirrolidona (K-30) en relacion 1g de extracto

y 1g de K-30 obteniendo dispersiones y se mantuvieron a -4°C hasta su uso.

6.2.2.4 Andlisis cromatografico de A. cina
Los extractos de A. cina se identificaron por cromatografia en capa fina utilizando

sulfato sérico, acido fosfomolibdico, flavonoides, 4-hidroxiparaformaldehido como
agentes reveladores. Se utilizé artemisinina comercial (Sigma-Aldrich, St. Louis
Missouri, USA), como control para confirmar la presencia de esta molécula en cada

uno de los tres extractos.

6.2.2.5 Coleccion de huevos y larvas de H. contortus
Se recolectaron heces de un ovino donador, infectado por via oral con 5,000 L3 de

H. contortus. Las heces positivas se transportaron en refrigeracién desde su colecta
hasta laboratorio, se homogenizaron con solucion salina saturada y se limpiaron por

centrifugacion con agua destilada (Coles et al. 1992).

Para la obtencion de larvas contenidas en muestras de heces frescas fueron
procesadas por coprocultivos en placa de Petri, siguiendo la técnica de Corticelli-
Lai (1963) por siete dias. Las larvas se identificaron mediante lo descrito por Van

Wyk y Mayhew (2013), se mantuvieron a 4 °C durante siete dias hasta su uso.

6.2.2.6 Ensayos in vitro sobre huevos de H. contortus

La prueba de inhibicion de la eclosion de huevos fue realizada en placas de micro
titulacion de 96 pozos. Se utilizaron 200 huevos por pozo y los desafios con cada
extracto se repitieron por triplicado. Los tratamientos que se utilizaron fueron
fraccidn hexanica, acetato de etilo y metandlica de A. cina a concentracion de 2y 1
mg/mL. Los huevos fueron expuestos por 48 horas y se evaluo la inhibicion de la
eclosion como lo describe Coles et al. (1992). Como controles se utilizo albendazol,

polivinilpirrolidona y artemisinina grado reactivo (Sigma-Aldrich).
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6.2.2.7 Ensayos in vitro de L3 de H. contortus

El efecto letal de los extractos sobre Lz de H. contortus se observé utilizando placas
de ELISA de 96 pozos a 24° C durante 24 horas. Las larvas se lavaron con agua
destilada, se centrifugaron a 100 rpm/5 min, cuantificaron y utilizaron alrededor de
200 Lz por pozo. Los ensayos de letalidad se realizaron por triplicado. Los grupos
que se utilizaron se muestran en el cuadro 5. Las larvas se activaron exponiéndolas
a la luz por 5 minutos a temperatura ambiente antes de la exposicion (Van Wyk et
al., 2013).

Cuadro 5. Distribucién de grupos para evaluacion de inhibicién de la eclosion de
huevos, efecto letal sobre Lz de H. contortus.

Tratamiento Concentracién (mg/mL)
Artemisinina 4-2
Fraccion hexanica de A. cina 4-2
Fraccién acetato de etilo de A. cina 4-2
Fraccion metandlica de A. cina 4-2
Albendazol 7.5
Polivinilpirrolidona (K-30) 4

6.2.2.8 Determinacion de CLso-90 de la fraccion hexanica de A. cina
Se identifico la fraccibn con mayor actividad y se realiz6 un analisis PROBIT

utilizando concentraciones de 4, 2, 1, 0.5, 0.025 y 0.125 mg/mL para determinar la

CLso-90 sobre las Ls a las 24 horas de exposicion.
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6.2.2.9 Andlisis de resultados
Los resultados obtenidos del efecto letal en huevo y L3 de H. contortus fueron

sometidos al programa Statgraphics y se realizé un ANOVA para obtener diferencias
significativas (p < 0.05). La estimacion de la CLso-9 se utilizd el programa SAS
(Version 9, 2004; SAS Institute Inc., Cary, NC).

Utilizando el siguiente modelo estadistico:
Yij=pl +pu2+ u3+ pud+ u5+ u6+€ij

Donde: Yij: Es la observacién de la j-ésima unidad experimental del i-+esimo

tratamiento.

pl: Es la media del tratamiento con artemisinina

u2: Es la media del tratamiento con fraccion hexanica de A. cina

u3: Es la media del tratamiento con fraccién de acetato de etilo de A. cina
p4: Es la media del tratamiento con fraccion metandlica de A. cina

u5: Es la media del tratamiento con albendazol

u6: Es la media del tratamiento con polivinilpirrolidona K-30

€ij: Es el error experimental de la unidad ij.

6.3 Resultados

6.3.1 Rendimiento de los extractos de A. cina
El rendimiento obtenido de los extractos hexanico, acetato de etilo y metanolico se
muestra en el cuadro 6. El extracto en acetato de etilo mostré6 mayor rendimiento a

partir de 5 kg de planta seca.
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Cuadro 6. Rendimiento obtenido de los extractos hexanico, acetato de etilo y
metanolico de A. cina

Fraccion Rendimiento (gr)
Fraccion hexanica de A. cina 4.3
Fraccion acetato de etilo 4.8
Fraccién metandlica 3.2

6.3.2 Analisis fitoquimico de A. cina
La identificacion de compuestos a través de cromatografia en capa fina permitio

conocer el sistema de separacién, en donde la fase mavil fue hexano: acetato de
etilo 90:10, la metodologia para la evaluacion de compuestos por cromatografia en

capa fina se muestra en el anexo I.

6.3.3 Ensayos in vitro
El extracto etandlico de A. cina mostré 60% de inhibicion de la eclosion de huevos,

mientras que la fraccién hexanica mostr6 76% de inhibicion, ademés de ello, esta
altima fraccion mostro eficacia alta sobre Ls con 80% de efecto letal. La fraccion
hexanica también mostré el efecto-dependiente de la concentracion, ya que el
efecto disminuyé a medida que bajo la concentracién, sin embargo, se observaron
resultados superiores al 60% que se consideran admisibles para un antihelmintico
segun la Asociacion Mundial para el Avance en la Parasitologia Veterinaria.
(WAAVP). Los resultados del extracto en acetato de etilo y metandlico se muestran
en el cuadro 7. El extracto metanolico tuvo menor actividad letal en la inhibicién de
la eclosion de huevos y en el efecto letal de Ls. Asi mismo, el vehiculo utilizado para
la dispersion de los extractos, K-30, no mostré efecto letal en ninguna de las fases
expuestas. El albendazol, control positivo, mostré 100% de inhibicién y efecto letal,

lo que confirma que la cepa de H. utilizada es susceptible a este farmaco. La
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artemisinina comercial fue diluida con K-30 y se desafio a los estadios larvarios sin

encontrar efecto alguno.

Cuadro 7. Efecto (%) de las fracciones obtenidas del extracto

sobre huevos y L3 de H. contortus

etandlico de A. cina

Tratamiento de A. cina | Concentracion Inhibicion de huevos Efecto letal L3
(extracto) (mg/mL)
Etandlico 4 60+2* 0

2 0 0
Hexanico 4 76.6+9.3* 80+9*

2 63.6+£5.9* 68+7*
Acetato de etilo 4 61.1+£3.4** 45+5**

2 56.8+9.3** 20£2**
Metandlico 4 39.6+1.2%** 30£3***

2 10.4£3*** 10£1***
Albendazol 7.5 100+3*r** 100+0****
K-30 4 2+0.6 2+0.3
Artemisinina 4 0 0

2 0 0

* xx oxkk ekkk Diferencia significativa entre grupos (p<0.05).

El extracto que mayor actividad mostré fue el hexanico, por lo cual se evaluaron

diferentes concentraciones para la CLso-90. L0os resultados obtenidos se indican en

el cuadro 8. La CLso se observé a 0.5mg/mL y la CLgoo a Img/mL. Se confirmé que

el efecto letal sobre L3 de la fraccion hexanica es dependiente de la concentracion,

para lo cual a Img/mL segun el estadistico PROBIT (SAS) se obtendra el 90% de

la mortalidad de larvas (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Concentracion letal de la fraccidon hexanica de A. cina sobre Lz de H.
contortus

Fraccion hexanica (mg/mL) Efecto letal sobre L3 Concentracién letal
4 100+0.2*

2 96+0.6*

1 75+3** 90

0.5 25+6%** 50

0.25 10£5%***

0.125 OF***

* Rk kel kkk kkkk Diferencia significativa (p<0.05)

6.4 Discusion
Generalmente, la fraccion hexanica de una planta contiene aceites, terpenos,

flavonoides y taninos, que pueden ser responsables del efecto antihelmintico, entre
de los principales sesquiterpenos que posee la planta se encuentra la artemisinina,
gue ha mostrado eficacia alta contra protozoarios como Plasmodium spp. Al parecer
este efecto es inducido por radicales oxidativos que causan la muerte y por ello se
ha convertido en uno de los farmacos de preferencia en el control de malaria. En los
resultados encontrados en este estudio, se observé que la artemisinina no tiene
efecto directo sobre las fases de vida libre de H. contortus, lo que sugiere que el
metabolito debe ser estudiado desde otra perspectiva, ya que una vez que
artemisinina ingresa en el metabolismo del organismo sintetiza tres profarmacos
importantes que potencian la accion parasiticida (Klayman, 1985). La fraccion
hexanica mostré efectos letales por encima del 70% a baja concentracion de
4mg/mL, un resultado importante considerando que con poca concentracion se

consiguen efectos deseables.
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Borges et al. (2020) demostraron que el efecto ovicida de la mayoria de las plantas
evaluadas ocurre con concentraciones de 10 a 100mg/mL, resultados distintos a los
de este estudio con CLeo a 1mg/mL, sugiriendo su importancia como potencial
antihelmintico. Ademas, Borges et al., (2020) demostraron que en la mayoria de las
plantas de la familia Asteraceae estan presentes compuestos potencialmente
antihelminticos como iridoides, fenilpropanoides, taninos hidrolizables, flavonoides,
saponinas, triterpenos y brevipolidos. Algunos de los metabolitos presentes en la
fraccion hexanica han sido relacionados con actividad nematicida, como por
ejemplo los flavonoides (flavonas, flavanonas y flavonoles) y sus derivados
agliconas y glicosidicos que tienen efecto sobre fases de vida libre y parasita de H.
contortus. Dentro de los mas importantes, la quercetina y apigenina extraida de
Artemisia campestres han sido las responsables del efecto ovicida, larvicida y contra
adultos de H. contortus. Los flavonoides, en general, han sido asociados a la
inhibicion del desarrollo de la larva, ademas impide que la Lz elimine la cubierta de
queratina o segunda muda, inhibiendo asi la continuidad de su desarrollo. Entre los
productos mas relevantes se encuentra la naringenina agliconas, caempferol,
miricetina, luteolina y quercetina. Se sugiere que el mecanismo de accidén permite
gue al momento en que los flavonoides entran en contacto con la larva, se generan
metabolitos secundarios que actian como adyuvantes para dafar a la larva,
formando peliculas con propiedades surfactantes o causando efecto oxidante sobre
el parésito. Klongsiriwet et al., (2015) demostraron que existe efecto sinérgico entre
flavonoides y taninos para interactuar con las uniones hidrofébicas de proteinas no

covalentes que inducen la ruptura e inhibicion de segundos mensajeros.

Labruzzo et al., (2018) notificaron la presencia de lignanos fitotoxicos de Artemisia
arborescens obtenidos a partir del extracto metandlico, conocidos como sesamina
y ashantina, que inhiben el crecimiento de larvas en el mosquito Aedes aegypti a
concentracion de 125 mg/mL en exposicion por 24 horas; el efecto en este estudio

se demostré en mayor medida con la fraccion hexanica de A. cina sobre Las.
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Irum et al., (2017) determinaron la actividad antihelmintica in vitro e in vivo de
Artemisia parviflora y Artemisia sieversiana en extractos metandlicos utilizando
ensayos de inhibicién de la eclosion de huevos, motilidad larval y efecto letal sobre
L3, donde A. sieversiana mostrd6 90% de actividad letal contra Ls y A. parviflora
disminuyo la motilidad de larvas en 89% por lo que el género Artemisia demostro

actividad nematicida sobre H. contortus similar a la del presente estudio.

Sprenger et al., (2016) demostraron el efecto de A. annua sobre fases exdgenas de
H. contortus, a concentraciones entre 0.78 hasta 50 mg/mL obteniendo efecto letal
de 93.22% en los ensayos de inhibicién de la eclosion de huevos y 90.33% para
actividad letal sobre Lz a concentracion de 50mg/mL, similares resultados con los
encontrados en este estudio, ya que A. cina ha sido utilizada en vez de A. annua en
la medicina tradicional china, sin embargo, los resultados del efecto letal esta por
encima del 60%, pero a diferencia de A. annua, las concentraciones para tales

resultados son mucho menores (1Img/mL).

6.5 Conclusion
Se considera que el género Artemisia tiene potencial antihelmintico sobre H.

contortus y segun la bibliografia encontrada, tendria actividad oxidante sobre las
larvas no solo del parasito, sino de las larvas de mosquitos, lo cual plantea el efecto
sinérgico de las moléculas que componen el extracto, las cuales deben ser

identificadas.
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CAPITULO VII

7 Metabolitos responsables de la actividad antihelmintica de la fraccion hexanica

de A. cina mediante ensayos biodirigidos

7.1 Resumen

El objetivo de este experimento fueron establecer la actividad letal de las fracciones
obtenidas a partir de la fraccidbn hexanica de A. cina sobre Ls in vitro e identificar
los metabolitos responsables del efecto larvicida. Se tomaron 5 kilos de A. cina,
colectados en prefloracion en el Lab. Millenium®, México. El material vegetal se
secO, macerd para obtener la fraccion hexanica que fue concentrado y liofilizado.
Posteriormente, se fraccion6 por cromatografia en columna con silice y se
identificaron compuestos en cromatografia de capa fina y liquida. La fase mévil que
se utilizé fue hexano: acetato de etilo y los compuestos con caracteristicas quimicas
parecidas se reunieron en 187 fracciones (C1F1-C1F187), para liofilizar y evaluar
su efecto letal contra Ls de H. contortus por 24 horas. La reunion C1F76-89 mostro
100% de efecto letal sobre Ls, por lo que se procesé la columna cromatogréafica en
fase reversa con fase movil agua: acetonitrilo. De la columna 2 se obtuvieron 50
reuniones (C2F1-C2F50), evaluadas con Ls por 24 horas. La reunion C2F21-30 y
C2F31-40 mostraron 100% y 76% respectivamente de efecto letal. La CLso-90 de la
reunibon C2F21-30 se obtuvo con 0.3 y 0.7 mg/mL, respectivamente. La
identificacion del compuesto responsable de la actividad antihelmintica de la reunion
C2F21-30 se analizé por resonancia magnética de proton (*H), resonancia
magnética de carbono (*3C), coherencia cuantica Unica heteronuclear (HSQC) y
conectividad heteronuclear a enlaces multiples (HMBC). Los resultados obtenidos
se analizaron con el programa MestRenova® (14.1.1-24571-Union Europea) y la
estructura quimica del compuesto mediante el programa Chemdraw- Professional
19®. El peso molecular estimado se verific6 mediante espectrometria de masas.

Finalmente, se realizo la busqueda del compuesto con base en los datos SciFinder®
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(CAS solution). La reunion C2F21-30 mostré ser una mezcla de dos compuestos
denominados 3'-Demethoxy-6-O-demethylisoguaiacin en 63% y norisoguaiacina en
36%. El peso molecular es de 309 y 315m/z respectivamente. Se plantean a los
lignanos  3'-demethoxy-6-O-demethylisoguaiacin y  norisoguaiacina como
compuestos antihelminticos con actividad probada sobre fases de vida libre de H.

contortus.

7.2 Materiales y métodos

7.2.1 Ubicacion
Los andlisis fitoquimicos se realizaron en Centro de Investigacion Biomédica del Sur

del Instituto Mexicano de Seguros Social (CIBIS-IMSS) en Xochitepec, Mor.,
México, con apoyo del Dr. Alejandro Zamilpa Alvarez y Dr. Manasés Gonzélez

Cortazar.

La separacion de fracciones del extracto etandlico de A. cina se llevé a cabo en el
laboratorio de fitoquimica de campo 1 de la Facultad de Estudios Superiores

Cuautitlan — UNAM con apoyo de la M en C Brigida del Carmen Camacho-Enriquez.

Los experimentos para identificar los metabolitos se llevaron a cabo en la

Universidad Juarez Autdnoma de Tabasco por el Dr. Ever Arquimides Ble Gonzélez.

7.3 Disefo experimental

7.3.1 Obtencion de la fraccion hexanica de Artemisia cina

Se tomaron 2.5 Kg de A. cina y se realizé la extraccién en solvente con 8 L de
hexano, por 24 horas y se repiti6 el proceso tres veces. Posteriormente, se
concentr6 en rota-evaporador industrial (Heidolph Laborota 4000, Heidolph
Instruments, Schwabach, Alemania) con las siguientes condiciones: 363 mbar, 100
rev/min y 37.4°C; se dej6 en campana hasta deshidratarlo por 24 horas. Los
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compuestos del extracto se identificaron por cromatografia en capa fina y liquida

(las condiciones de la cromatografia liquida se pueden ver en el Anexo Il).

7.3.2 Separacion de la fraccion hexénica por medio de cromatografia al vacio en
columna- Columna 1

La fraccidn hexanica se empac6 en columna con silica en proporcion 1:10 y se

utilizé el sistema hexano: acetato de etilo en forma decreciente para el hexano hasta

llegar a 100% acetato de etilo, se realiz6 un lavado final con metanol (Anexo Il). Las

fracciones recuperadas se reunieron segun sus caracteristicas quimicas, se

liofilizaron, pesaron y etiquetaron.

7.3.3 Evaluacion de las reuniones obtenidas de la columna 1

Las reuniones obtenidas en el paso anterior se evaluaron contra L3 de H. contortus
a cuatro concentraciones: 2, 1, 0.5y 0.25 mg/mL para determinar efecto letal y CLso-
90. Las reuniones para los bioensayos fueron disueltas en agua destilada.

7.3.4 Obtencién de material biolégico (L3) de H. contortus
Las larvas se obtuvieron de un animal donador previamente infectado con 5,000 L3

de H. contortus mediante la técnica de Corticelli-Lai (1963) (Anexo V).

7.3.5 Separacion de las reuniones efectivas- Columna 2

La reunién con mayor efecto letal se liofilizé y se empaco en una columna (Columna
2) con silica, utilizando 500mg de silica fase normal y 500mg de silica fase reversa,
la columna 2 se empacoé junto con la muestra y se utilizé una fase mévil de agua:
acetonitrilo. Los metabolitos obtenidos fueron evaluados in vitro sobre Ls utilizando

concentraciones de 1, 0.5, 0.25 y 0.125mg/mL (Anexo V).
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7.3.6 Identificacion de los metabolitos con actividad antihelmintica

Para la identificacion, se realiz6 el proceso de extraccion y fraccionamiento a partir
de 2.5 Kg de planta en fraccion hexanica como se describié anteriormente,
obteniendo asi, la columna 3 (fase normal) y columna 4 (fase reversa). Los
metabolitos recuperados a partir de la columna 4 se compararon por cromatografia
liquida con los obtenidos en la columna 2, se liofilizaron, pesaron, y enviaron a
resonancia magnética de protéon (*H), resonancia magnética de carbono (*3C),
coherencia cuantica unica heteronuclear (HSQC) y conectividad heteronuclear a

enlaces multiples (HMBC).

7.4 Andlisis de resultados
Los resultados de los ensayos biodirigidos se analizaron con el programa SAS

(Version 9, 2004; SAS Institute Inc., Cary, NC), utilizando la herramienta PROBIT.
El resultado obtenido del efecto letal en L3 se analizé con el programa Statgraphics
(Centurion XV) y ANOVA multifactorial con prueba de LSD para comparacion de

medias.
Utilizando el siguiente modelo estadistico:
Yij=pl +pu2+ pu3+ pu4 + pu5+ pub + u7 + u8+€ ij

Donde: Yij: Es la observacién de la j-ésima unidad experimental del i-+esimo

tratamiento.

pul-8: Es la media del tratamiento de las reuniones obtenidas a partir de la fraccion

hexénica de A. cina
€ij: Es el error experimental de la unidad ij.

El andlisis de los experimentos de resonancia magnética de proton (*H), resonancia
magnética de carbono (*3C), coherencia cuantica Unica heteronuclear (HSQC) y
conectividad heteronuclear a enlaces multiples (HMBC) se realiz6é con el programa

MestRenova® (14.1.1-24571) y la estructura quimica del compuesto y su masa
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aproximada se realiz6 con el programa Chemdraw- Professional 19®. La busqueda

del compuesto se llevo a cabo mediante la base de datos denominada SciFinder®.

7.5 Resultados

7.5.1 Evaluacion de las reuniones obtenidas a partir de la Columna 1

La reunion C1F76-89 mostré 100% de efecto letal sobre Lz de H. contortus, ademas

se observo que su efecto fue concentracion dependiente, para CLso y CLoo fueron

de 0.63 mg/mL y 1.5 mg/mL respectivamente. La reunién C1F93-116 mostro efecto

letal sobre L3 de 69.4+5.7 con CLso-90 de 0.6 y 5.5 mg/mL, respectivamente. Los

resultados de la concentracion utilizada, efecto letal sobre L3, CLso y CLoo de las

otras reuniones se muestran en el cuadro 9.

Cuadro 9. Porcentaje de letalidad sobre Lz de H. contortus y CLso-90 de las reuniones

obtenidas en la columna 1 a partir de la fraccion hexanica de A. cina

Reuniones Concentracion % del Efecto | Clso-o0
(diluciones) mg/Ml letal sobre L3*
C1F20
1 2 0 -
2 1 0 _
3 0.5 0 -
4 0.25 0 -
C1F21-34

1 2 0 -
2 1 0 _
3 0.5 0 -

66



0.25 0 -
C1F43-52

2 0 04-0.2

1 9.11+8.8 -

0.5 11.24+20¢ -

0.25 0 -
C1F53-64

2 9.09+0.8 0.01 - 0.0002

1 0 -

0.5 0 -

0.25 3.8+1.2¢ -
C1F76-89

2 1002 0.63

1 94.97+5b -

0.5 35.87+14¢ -

0.25 9.43+3.7¢ -
C1F93-116

2 69.4615.7° 0.6-55

1 67.44+15.8° -

0.5 36.84+3.6¢ -

0.25 26.69+4.1° -

C1F129-187
2 8.51+0.5¢ 4.15-14.9
1 8.81+4.94 -
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3 0.5 1.92+1.6¢ -
4 0.25 4.13+0.3¢ -
Fraccion de acetato de etilo
1 2 32.77+1.2° 2.15-2.49
2 1 5.62+2¢ -
3 0.5 3.88+0.5¢ -
4 0.25 7.27+£1.2¢ -
Agua destilada 0 0 -

NOTA: Los ensayos se realizaron con un minimo de 100 Lz de H. contortus en placas de ELISA de

96 pozos y tres réplicas- & . ¢ d. € Diferencia significativa entre grupos (p<0.05).

7.5.2 Evaluacion in vitro de la reunion C1F76-89 sobre L3 de H. contortus

La reunion C2F29-30 mostré 100% de letalidad a 1mg/mL con CLso de 0.39 y CLgo
de 0.7mg/mL, al mismo tiempo la reunion C2F71-76 mostré6 100% de efecto letal
sobre Ls a 1 y 0.5 mg/mL con CLso-90 de 0.25 y 0.65 mg/mL, respectivamente.
Ademas, la reunion C2F32 mostré 90% de efecto letal a 1mg/mL por lo que se
demuestra que el efecto antihelmintico que posee la fraccion hexanica depende de
tres reuniones que tienen caracteristicas polares dadas las condiciones de
separacién. Los resultados de estas y demas reuniones se muestran en el cuadro
10.

Cuadro 10. Efecto letal (%) sobre Ls de H. contortus, distancia recorrida por el
compuesto y el frente de la fase moévil (Rf), peso (mg), concentracion a evaluar y
CLso-90 de las reuniones obtenidas en la columna 2 a partir de la reunion C1F76-89.

Peso Rf del

analito*

Reunién [mg/mL] %L etalidad* ClLso-90

(mg)

C2F25-28
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55 0.22 1 96+3.6 -
- 0.5 93.3x1.5 -
- 0.25 91.67+1.5 -
- 0.125 77.67%1 -
C2F29-30
8.4 0.24 1 1002 0.39-0.7
- 0.5 96.7+1.522 -
- 0.25 86.33+9.29P -
- 0.125 71.67+2¢ -
C2F31
8.7 0.2 1 0 -
- 0.5 0 -
- 0.25 - -
- 0.125 - -
C2F32
2.7 0.17 1 90+32 -
- 0.5 36.3+4.04¢ -
- 0.25 12.33+2.5f -
- 0.125 3.33+3¢ -
C2F40
2 0.1 1 45+4.3¢ -
- 0.5 10.7+1.1f -
- 0.25 - -
- 0.125 - -
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C2F44-46

3 0.13 1 81.3+1.5°

- 0.5 61.7+1.5¢

- 0.25 3738

- 0.125 14+2f
C2F49-50

3.3 0.1 1 18.3+2.8f

- 0.5 12.3+1.1f

- 0.25 -

- 0.125 -
C2F51-52

4.2 0.2 1 18.3+1.5f

- 0.5 10.3+1.5f

- 0.25 -

- 0.125 -
C2F60-61

2.5 0.08 1 46+3.6°

- 0.5 15+5f

- 0.25 -

- 0.125 -
C2F69-70

2.6 0.78 1 23.3+9.8f

- 0.5 14.3+4.04

- 0.25 -
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4 - 0.125 - -
C2F71-76

1 2.9 0.6 1 1002 0.25 -

0.65

2 - 0.5 1002 -

3 - 0.25 98.33+£1.52 -

4 - 0.125 87+1.2° -
C2F79-80

1 3.1 0.78 1 91.7+1.58 -

2 - 0.5 91412 -

3 - 0.25 53.67+34 -

4 - 0.125 107 -

Agua - - 0 -

NOTA: Los ensayos se realizaron con un minimo de 100 Lz de H. contortus en placas de ELISA de

96 pozos y tres réplicas- & b. ¢ d.&.f. g Diferencia significativa entre grupos (p<0.05).

La reunion C2F29-30 tuvo el mayor rendimiento respecto a las demas reuniones,
ademas de los resultados favorables sobre la Ls, por lo que se procedio a identificar

los compuestos que la conforman.

7.5.3 lIdentificacion de los metabolitos con actividad antihelmintica sobre H.
contortus

La fraccion hexanica mostro varias familias de compuestos, entre ellas flavonas,

flavonoles, flavonoides, terpenos, como se muestra en la figura 11. La mayoria de

los compuestos en la fraccion hexanica de A. cina se encontraron en el intervalo de

a tiempos de retencion de 8.50 a 11.50. En el cromatograma de la figura 11 se
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observa un compuesto fendlico a 8.168 minutos y dos flavonoles a 9.590 y 10.098

minutos de inyeccion (Figura 11).
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Figura 16. Espectro de cromatografia liquida de la fraccion hexanica de A. cina
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En la figura 12 se observa el espectro de resonancia magnética de protén (*H),
donde se muestra la molécula identificada denominada 3'-demethoxy-6-O-
demethylisoguaiacin con las constantes de acoplamiento en azul. El nimero de
insaturaciones que posee el compuesto, la presencia de singuletes, dobletes o
tripletes se encuentra en el cuadro 13 del Anexo VI, y las estructuras moleculares
propuestas se observan en la figura 20 (Anexo VI). El andlisis del espectro de RMN
'H se inici6 observando cada sefial, identificando los desplazamientos quimicos, el
area bajo la curva y la intensidad. En el espectro se identificaron 13 sefales para
los 13 hidrogenos del compuesto. Las sefiales denominadas 1” a 6 corresponden a

los hidrogenos del anillo bencénico.

En la figura 13 se observa el espectro de resonancia magnética de carbono (*3C)
en el cual se deduce la estructura del esqueleto carbonado observando entornos
magnéticos de los atomos de carbono. Se observaron 18 sefiales correspondientes
de campo alto a campo bajo a desplazamientos quimicos d(ppm): 51.3, 42.3, 30.7,
36.1, 116.2, 144.5, 144.3, 118.1, 130.9, 128.9, 16.3, 16.3, 139.9, 131.14, 115.8,
156.3, 115.8, 131.14. La identificacion de los tipos de carbono CH, CH2, CHzy C se
realizd con el experimento DEPT que se muestra en la figura 14. En el experimento
DEPT se identificaron 17 sefales de carbonos adyacentes, CH, CH2 y CHs (Figura
14).

La asignacion de los nucleos de hidrogeno y de carbono realizada con los espectros
de RMN *H y 13C y el experimento DEPT se corrobord por medio de los espectros
bidimensionales HSQC y HMBC. En el espectro HSQC (figura 16) se determinaron
los hidrégenos de la molécula que estan unidos directamente a un nucleo de
carbono, por medio de sefiales de correlacién entre una sefial del espectro de RMN
1H con la sefial correspondiente del espectro de RMN 3C. En este espectro se
observan 13 sefiales de correlacion, de forma tal que las sefiales de d(ppm): 6.67
(1H, d, 8.4) correlaciona con el carbono en & 115.8 y corresponden a los CH
equivalentes C3'y C5” del anillo fenilo. Las sefiales a &(ppm): 6.82 (1H, d, 8.4)

correlaciona con el carbono en d 131.14 y corresponde al C2" y C6". La sefial en
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(ppm): 1.86 (m) correlaciona con el carbono en 642.3, que corresponde al CH
equivalente del C2. Ademas, la sefial en & (ppm): a) 2.8 (1H, dd, 5.1, 16.1) y b) 2.3
(1H, dd, 6.6, 16.1) correlaciona con el carbono en 636.1, que corresponde al CH

equivalente del C4ay C4b.

En el espectro bidimensional HMBC se obtuvieron sefiales que representan las
conectividades entre 'H y 13C en un rango mas amplio, hasta tres enlaces. El
espectro que se obtuvo se muestra en la figura 17. En este espectro se identificaron
11 sefales que proporcionan informacion sobre la conectividad entre hidrégenos y

carbonos unidos por uno, dos y tres enlaces.

La masa estimada del compuesto denominado  3'-demethoxy-6-O-
demethylisoguaiacin es de 284.14m/z, se evaluo por medio de espectrometria de
masas la cual se muestra el espectro en la figura 18, el espectro que se observa es
[M+Na+2H*]=309 m/z. La formula condensada del compuesto se contempla como
C18H200s.
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Figura 17. Espectro de RMN de 'H de 2,3-naphthalenediol, 5, 6,7,8-tetrahydro-5-(4—
hydroxyphenyl)-6,7-dimethyl.
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Figura 18. Espectro de *3C de 2,3-naphthalenediol, 5, 6,7,8-tetrahydro-5-(4—

hydroxyphenyl)-6,7-dimethyl.
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Figura 19. Espectro 3C de DEPT de 2,3-naphthalenediol, 5, 6,7,8-tetrahydro-5-(4—
hydroxyphenyl)-6,7-dimethyl.
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Figura 20. Espectro de RMN de COSY (*H-'H) de 2,3-naphthalenediol, 5, 6,7,8-
tetrahydro-5-(4—hydroxyphenyl)-6,7-dimethyl.
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Figura 21. Espectro de RMN de HSQC (*H-3C) de 2,3-naphthalenediol, 5, 6,7,8-
tetrahydro-5-(4—hydroxyphenyl)-6,7-dimethyl.
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Figura 22. Espectro de RMN de HMBC (*H-13C) de 2,3-naphthalenediol, 5, 6,7,8-
tetrahydro-5-(4—hydroxyphenyl)-6,7-dimethyl.
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Figura 23. Espectrometria de masas de 2,3-naphthalenediol, 5, 6,7,8-tetrahydro-5-(4—
hydroxyphenyl)-6,7-dimethyl.
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Figura 24. Espectro de RMN de *H de norisoguaiacina

[oaaT-

00001

[l by

QO0DET

000

[alilitil gy

00006

Q000

0oooe=

000067

O0000T

000071

o 0

b L1
por [
3

eupeenbosyop

HO
00HH
)
5 ot OH
=t Ve -
[ U U U U
RUszuvag i OH

83



Figura 25. Espectro de RMN de *3C de norisoguaiacina
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Figura 26. Espectrometria de masas de norisoguaiacina
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7.6 Discusion

El compuesto descrito como 2,3-Naphthalenediol, 5,6,7,8-tetrahydro-5-(4-
hydroxyphenyl)-6,7-dimethyl-, [5R-(5a,6B,7B)]-, es también llamado (5R,6R,7R)-
5,6,7,8-Tetrahydro-5-(4-hydroxyphenyl)-6,7-dimethyl-2,3-naphthalenediol 'y su
nombre comun es 3'-demethoxy-6-O-demethylisoguaiacin, el cual se encontré en
una proporcion de 66% en la mezcla, dicho compuesto fue patentado en 1989 con
el nimero CAS:71113-16-1. Konno et al (1989) encontré dicho lignano a partir del
andlisis fitoquimico de la planta Larrea tridentata, es hasta 1990 donde se describe
la estructura quimica del compuesto por medio de RMN 'H (Konno et al., 1990). Los
lignanos han mostrado gran actividad como metabolitos secundarios producidos
bajo el estrés de la planta y con objetivo de defensa por ejemplo sobre hongos o
insectos, incluso sobre parasitos. El lignano descrito, fue reportado nuevamente por
Gnabre et al., (1995) con actividad antiviral para humanos, al igual que el anterior
autor, extraido de la planta Larrea tridentata. En 1999 Gnabre (1999), notifico la
patente del compuesto evidenciando su actividad antiviral. Ademas de ello, Garza
Gonzalez et al., (2015) notificaron actividad antibacteriana del mismo compuesto y
lo demuestra como una alternativa para el control de bacterias con multi-resistencia.
Garza-Gonzalez et al.,, (2015) demostraron que 3'- demetoxi-6-O demetil
isoguaiacina extraida a partir de Larrea tridentata inhibe la propagacion y el
crecimiento de S. aureus, Staphylococcus aureus resistente a la meticilina,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Enterobacter cloacae y Mycobacterium
tuberculosis resistente a la isoniacida y cobra importancia, porque al igual que las
parasitosis, la resistencia a antibacterianos es un fenémeno mundial que aqueja la

mayoria de la poblacién.

Favela-Hernandez et al., (2015), demostraron que el lignano que aislaron en este
estudio se acerco al mecanismo de accion del efecto observado sobre S. aureus
utilizando la metodologia de microarreglos, donde se demostré que la actividad del
lighano esté situada en la membrana celular que afecta las proteinas de transporte

de unién a ATP o también denominadas ABC, lo cual, impide a la bacteria utilizar el
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ATP y le causa la muerte. Dicho mecanismo es novedoso, ya que ningdn
antibacteriano posee este mecanismo de accion y puede ser una alternativa para

las nuevas terapias de control.

Aunado a los beneficios que tiene 3'- demetoxi-6-O demetil isoguaiacina, Luna-
Vazquez et al.,, (2018) demostraron que el compuesto es capaz de inducir la
relajacion del musculo liso vascular y por ende considerarse como farmaco
antihipertensivo y se planteé que el posible mecanismo de accion va relacionado
con la participacion de la via de 6xido nitroso (ON) y con la expresion de segundos
mensajeros como guanosin monofosfato ciclico (GMPc) y la alteracion de los
canales de potasio sensibles a H2S y ATP en la cascada fisiolégica de
vasodilatacién. Aunado a lo anterior, se demostr0 que existe una via de
vasodilatacion independiente del endotelio que aln no esta establecida y que puede

considerarse como un segundo mecanismo de accion.

El 34% restante de la mezcla se identific6 como norisoguaiacina, la cual tiene un
grupo metoxilo en el carbono 3°, para lo cual Pardini et al., (1973), demostraron el
efecto del lignano norisoguaiacina sobre la inhibicién del sistema de transporte de
electrones de la mitocondria, el lignano se obtuvo a partir de Larrea divaricata el
cual mostré que inhibe la enzima NADH oxidasa en la mitocondria del corazén de
bovinos, ademas de la enzima succinoxidasa, sin embargo, demostraron que no
inhibe el citocromo oxidasa. En 1974, Gisvold y Thaker demostraron la obtencién
de los lignanos: acido dihidroguaiaretico, norisoguaiacina 'y @ 3'-
demethoxyisoguaiacina a partir de Larrea divaricata utilizando complejos de
molibdato de sodio para el aislamiento. Ademas, este lignano en particular inhibe la
enzima formiltetrahidrofolato sintetasa y la carboxilesterasa, esta ultima permite que
norisoguaiacina inhiba la fagocitosis y se adhiera a varios sitios de unién que

impidan reacciones metabdlicas importantes a nivel mitocondrial.

Gnabre et al., (1996) observaron que norisoguaiacina posee propiedades

antivirales, especificamente anti-VIH, enfermedad de importancia humana. Asi
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mismo, Torres et al., (2003) demostraron que los lignanos obtenidos a partir de
Larrea nitida como nor-isoguaiacina y acido meso-nor-dihidroguaiaretico poseen
actividad antioxidante cuando se utilizan como resina 0 como compuestos puros, el
estudio se llevo a cabo sobre transportadores ABTS los cuales derivan radicales

catiénicos.

Schmidt et al., (2012) encontraron que el lignano descrito tiene propiedades anti
protozoarias, utilizaron el extracto en diclorometano de Larrea tridentata y lo
desafiaron sobre Trypanosoma brucei rhodesiense, Trypanosoma cruzi, Leishmania
donovani y Plasmodium falciparum y demostraron que si bien el lignano causaba
efectos citotdxicos sobre los mioblastos de las ratas a dosis de 25.4pg/mL, las dosis
terapéuticas (DLso) fueron de 2.8, 14.6, 5.2, 2.9 ug/mL respectivamente para cada
pardasito. El lignano de mayor presencia y mas activo de L. tridentata se describi6
como acido meso-nordihydroguaiaretico al cual también se le atribuyen propiedades
antiinflamatorias. Norisoguaiacina fue reportada en el 2014 por Song et al. como un
metabolito que actla sobre las hormonas femeninas, asi que también se considerd
como un fitoestrogeno, el cual tiene su aplicabilidad practica en la prevencion del
cancer de mama y uterino, ademas de disminuir los sintomas caracteristicos de la
menopausia y su subsecuente reduccion hormonal. Se plantea a norisoguaiacina
como suplemento en la dieta humana a través de alimentos funcionales que posean

este lignano para prevenir cancer femenino y sintomas menopausicos.

En el presente estudio se demostr6 que los lignanos 3'-Demethoxy-6-O-
demethylisoguaiacina y norisoguaiacina poseen actividad antihelmintica que no ha
sido reportada por otros autores, aunque el mecanismo de accion es adn
desconocido, inducen la muerte de la larva 3 de H. contortus a las 24 horas post-
exposicion. Otros estudios como el de De Paula Carlis et al., (2019) demostraron el
efecto antihelmintico del extracto crudo de las frutas de Piper cubeba sobre huevos
(inhibicion de la eclosion de huevos), Ls mediante el ensayo de inhibicion de la
migracion e inhibicién del desarrollo larvario, el extracto inhibié el 100% de la

migracion larvaria a concentraciones de 83 pg/mL. La purificacion del compuesto
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responsable de la actividad bioldgica se llevo a cabo por columna cromatografica
en silica gel donde se identificO a los lignanos hinoquinina, cubebina y
dihidrocubebina. Dichos compuestos tienen en comun que son metabolitos
secundarios de la familia de los lignanos, sin embargo, son compuestos diferentes

a los reportados en este estudio.

Garcia et al., (2018) reportaron la actividad antihelmintica de Larrea tridentata sin
embargo los compuestos responsables de la actividad antihelmintica se
identificaron como flavonoides: sesamina, galocatequina, peonidina 3-rutinosido,
metil galangina, epigallocatechina 7-o-glucuronido y epigalocatequina, sin embargo,

los lignanos reportados en la misma planta no reportaron actividad.

7.7 Conclusion
Se considera a isoguaiacina y norisoguaiacina como compuestos responsables de

la actividad antihelmintica in vitro sobre huevo y L3 de H. contortus.
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CAPITULO VI

8 Experimento 4: Evaluar la fraccion mas activa de A. cina en cabras con infeccién

natural de H. contortus

8.1 Resumen

El objetivo de este experimento fue evaluar la fraccion hexanica de A. cina en cabras
con infeccion natural de H. contortus. Este estudio se llevé a cabo en el rancho
Amazcala de la Universidad Autbnoma de Querétaro, México. Se utilizaron 200
cabras entre dos y cinco afios en preparto. Al dia 0, se colectaron muestras heces
y se estimé el indice FAMACHA®, para evaluar la infeccion parasitaria. Se observo
qgue el 60% de la infeccion correspondia al género Haemonchus y el restante al
género Teladorsagia. Los datos de carga parasitaria se distribuyeron totalmente al
azar por medio del programa Statgraphics (Centurion XV®) para la distribucién
aleatoria de dos grupos de 100 animales cada uno. En el dia 7 se realizé el
tratamiento via oral con la fraccidbn hexanica de A. cina a dosis de 4 mg/Kg, y se
designd un grupo control de 100 cabras sin tratar. Los datos del nimero de hpg
obtenidos se ajustaron a logaritmo base 10 y se analizaron con el programa
Statgraphics (Centurion XV®), utilizando un disefio completamente al azar con
prueba de LSD para comparacién de medias. Los muestreos se realizaron en los
dias 14, 30, 100, 130 y 160 post-tratamiento. El conteo de hpg en heces del grupo
tratado con fraccién hexanica mostré 28% de reduccion en el dia 30. El indicador
FAMACHA® mejor6 de forma notable a 2.4 en el dia 30. Asi mismo, en el dia 100
se observé un ligero incremento de la carga parasitaria, pero al dia 130 y 160 no se
observaron diferencias significativas (p<0.05), respecto al grupo control (p>0.05). El
indicador FAMACHA® se mantuvo en el nivel 2 para ambos grupos después del dia
14 postratamiento. Se plantea a la fraccion hexanica como potencial antihelmintico
en infecciones naturales, asi como conocer el efecto sobre el parasito adulto de

otros géneros de nematodos gastroentéricos.
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8.2 Materiales y métodos

8.2.1 Ubicacion
Este experimento se llevdo a cabo en la Universidad Autbnoma de Querétaro,

México, campus Amazcala con las cabras en produccion del rancho, bajo la

colaboracion del Dr. Héctor Andrade-Montemayor.

Las muestras fueron procesadas en el laboratorio 3 de la Unidad de Investigacion

Multidisciplinaria de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan - UNAM.

8.2.2 Cabras

Se utilizaron doscientas cabras de raza Alpina y Anglonubiana, en el ultimo tercio
de gestacion, edad entre 3 y 7 afos, alimentadas en pastoreo y positivas a
nematodos gastroentéricos. Las cabras se encontraron en condiciones de semi-
estabulacion, pastaban y ramoneaban durante el dia. La suplementacion se llevé a
cabo con una racion totalmente mezclada realizada en el mismo rancho. La
infeccion por nematodos fue confirmada por técnica de McMaster y la identificacién
de géneros por coprocultivo.

8.2.3 Disefio experimental

Antes del tratamiento (dia 0), las cabras se asignaron en dos grupos totalmente al
azar con 100 cabras cada uno con el apoyo del programa Statgraphics (Centurion
XV®) (dia 0), el criterio de seleccion que se utilizo fue la carga parasitaria. Al dia 7
el primer grupo recibié fraccion hexanica de A. cina (5 mg/Kg) via oral, Unica dosis,
el segundo grupo actué como testigo, no se administré ningun tratamiento. El color
de la mucosa ocular fue evaluado por medio de FAMACHA®. La condicién corporal
fue evaluada siguiendo las indicaciones de Urrutia y Gamez (2006).

Se realizaron evaluaciones postratamiento a los dias 14, 30, 100, 130 y 160.
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Las cabras utilizadas se encontraban en el dia 120 de gestacion aproximadamente,
esto en el momento del dia O de muestreo, se encontraban en pastoreo diurno de
cinco horas, sin suplementacion. Los cabritos se destetaron al dia 30 de la lactancia
y las lactancias permanecen aproximadamente por 211 dias.

8.2.4 Analisis estadistico
Los resultados obtenidos de huevos por gramo (hpg) se llevaron a logaritmo base

10 y posteriormente las medias de hpg de los tratamientos se compararon utilizando
un analisis ANOVA, con prueba de Tukey utilizando el software Statgraphics
(Centurion XV®).

Utilizando el siguiente modelo estadistico:

Yij=ul +u2+€ij
Donde: Yij: Es la observacién de la j-ésima unidad experimental del i-+esimo
tratamiento.
ul: Es la media del tratamiento con fraccion hexanica de A. cina

p2: Es la media del tratamiento del grupo sin tratamiento

€ij: Es el error experimental de la unidad ij.

8.3 Resultados

La fraccion hexanica de A. cina mostré reduccion en el conteo de hpg después del
dia 7 postratamiento como se muestra en la figura 22. Respecto al grupo testigo se
observo que la dinamica de la liberacion de huevos por gramo disminuye después
del dia 30, pero vuelve a incrementar a partir del dia 100, en la medida que el
régimen de lluvias vuelve a iniciar. Las cargas mas altas se observan al dia 7 (dia
de tratamiento) que coincide con la primera 0 segunda semana posparto de las

cabras. La evaluacién de los coprocultivos mostré que el 80% de las larvas
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corresponden a Haemonchus sp., mientras que el porcentaje restante corresponden

a Teladorsagia sp.
Figura 27. Huevos por gramo eliminados en cabras tratadas con la fraccion
hexanica de A. cina sobre la infeccion natural por nematodos gastroentéricos
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La flecha indica una unidad experimental muerta en el grupo testigo
T 'La linea azul indica las fechas de partos

El circulo amarillo indica el tiempo en que los caprinos alcanzaron el pico de
lactancia

Respecto al parametro FAMACHA® se observd que las cabras tratadas con la
fraccidbn hexanica de A. cina muestran una mejora significativa y mantienen un
promedio de 2. Sin embargo, los animales del grupo testigo muestran promedio de
3, por lo cual son continuamente evaluados para evitar muertes por parasitismo.

Queda evidenciado que las dos semanas después del parto y las del pico de
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lactancia (3-4 semana posparto) tienden a un parametro de 2.3 a 3.1 en ambos
grupos, pero el tratamiento con fraccion hexanica coadyuva a mejorar el parametro
hasta 2 y mantenerlo hasta por 160 dias.

Figura 28. DinAmica de FAMACHA® de las cabras tratadas con fraccion hexanica

de A. cina y testigo en infeccidn natural por nematodos gastroentéricos
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En la figura 24 se muestra la dindmica de condicién corporal de las cabras
infectadas de forma natural con neméatodos gastroentéricos, el grupo desafiado con
la fraccion hexanica mostrd6 mejor recuperacion de la condicién corporal, de forma
tal, que fue evidente a partir del dia 14 llegando a 2.5 como condicién Optima para
la produccion lechera en cabras, ademas de ello se mantuvo hasta el dia 160. En el
grupo control se observd que después del primer tercio de lactancia (dia 100) se

observa una mejora significativa del parametro alcanzando el 2.5.
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Figura 29. Condicion corporal en cabras tratadas con la fraccion hexanica de A. cina

en infeccion natural por nematodos gastroentéricos
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8.4 Discusion
En este experimento se demostro que la fraccion hexanica de A. cina tiene efecto

sobre la reduccion de la carga parasitaria en animales con infecciones naturales de
nematodos gastroentéricos, resultados comparables con los reportados por
Higuera-Piedrahita (2016) donde se evalu6 el extracto etandlico de A. cina y se
observo reduccion respecto al grupo testigo, la reduccién reportada fue de 51.7%
mientras que en este estudio se observo reduccion de 57.14%, por lo cual se
presume que la fraccién hexanica concentra los metabolitos responsables de la
actividad antihelmintica, en este caso los lignanos reportados en el capitulo VII,
mientras que el extracto etandlico arrastra todos los compuestos dada su polaridad.
La relacion que existe entre la carga parasitaria y el parametro FAMACHA® se ha
reportado por varios autores y puede ser una medida indirecta de la carga
parasitaria y de la clasificacion del animal per se (resistente, resiliente o susceptible)
(Arostica et al., 2009; Cuéllar-Ordaz, 2009) sobre todo cuando la infeccion se refiere

a parasitos hematofagos, razon por la cual, se puede ver que el tratamiento con
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fraccion hexanica mostré6 cambios en la parametro FAMACHA® y de cierta forma
coadyuvo a recuperar a los individuos tratados de un fenédmeno fisiolégico como lo
es el parto, pero que energéticamente e inmunolégicamente es muy demandante.
Cuando existen episodios de requerimientos altos e inmunosupresion se conjuntan
para dar lo que se conoce como el fendmeno de alza posparto (Alba y Cuéllar, 1990)
gue se pudo observar de forma tangible en la figura 22. Sin embargo, asumiendo el
mecanismo de accion de los lignanos presentes en el extracto, asi como, flavonas
y flavonoides que se observaron en el experimento anterior, se puede presumir que
el extracto tiene compuestos antioxidantes que colaboran con la recuperacion del
tejido uterino y con la sintesis de la leche y que ademas algunos lignanos pueden
considerarse como fitoestrogenos pueden ayudar a la recuperacion rapida del
puerperio de las cabras (Song et al, 2014). Puede considerarse la administracion de
la fraccidn hexanica como un alimento funcional, para la recuperacion rapida de los

animales después del parto y en las etapas mas exigentes como el pico de lactancia.

Rosalinski-Moraes et al., (2012) demostraron la relacion que existe entre la carga
parasitaria, la condicién corporal y el pardmetro FAMACHA® como criterio de
desparasitacion selectiva en ovinos, por lo que, si un compuesto tiene propiedad
antihelmintica, puede incidir sobre estos parametros y coadyuvar al tratamiento de

las helmintiasis.

Mravcakova et al., (2020) evaluaron la actividad ovicida del extracto acuoso de
Artemisia absinthium L. en ovinos infectados de forma experimental con
concentraciones letales 50 y 90 de 1.40 y 3.76 mg/mL respectivamente, mientras
gue la evaluacién in vivo sobre corderos experimentalmente infectados con H.
contortus no mostrd diferencia entre los grupos tratados y no tratados, hallazgos
gue se comparan con este trabajo ya que se demostro la actividad ovicida del
extracto y ademas se observd la reduccion de la carga parasitaria sobre los
animales naturalmente infectados. Ahmed et al., (2020) evaluaron el efecto de
Artemisia herba-alba en extracto metandlico sobre la motilidad de adultos de H.

contortus, en donde a concentraciones de 10 mg/mL se obtuvo la actividad

96



nematicida del 100%, para lo cual el género Artemisia posee metabolitos con
actividad adulticida que deben ser evaluados. Mravcakova et al., (2019)
demostraron el efecto antihelmintico de una mezcla de plantas incluida Artemisia y
ademas de obtener el efecto antihelmintico sobre fases de vida libre, observo el
efecto sobre adultos in vitro, sin embargo, al momento de realizar el desafio sobre
animales experimentalmente infectados no existieron diferencias significativas
(p<0.05), pero al analizar otros pardmetros como el efecto antioxidante,
antiinflamatorio, si se observo diferencia significativa con el grupo control. Este tipo
de parametros son interesantes, ya que la fisiopatologia de Haemonchus induce
oxidacion y la inflamacién volviendo crénico el cuadro de parasitosis y afectando
gravemente la salud del animal, si el extracto ademas de poseer efecto sobre el
parasito como tal, tiene efecto directo sobre otros signos subclinicos, permiten la

recuperacion acelerada del paciente.

8.5 Conclusion
En conclusion, se propone a la fraccién hexanica de A. cina como alimento funcional

en las dietas de los animales naturalmente infectados con parasitos
gastrointestinales, ya que reduce la carga parasitaria, pero al mismo tiempo tiene
injerencia sobre otros indicadores importantes para la salud y produccion como
FAMACHA® y condicién corporal.
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CAPITULO IX

9 Articulo cientifico enviado a la revista Acta Parasitoldgica

Anthelmintic efficacy of Artemisia cina n-hexane extract in Haemonchus contortus in vitro and
in vivo assays
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Summary
The anthelmintic efficacy evaluation of Artemisia cina extracts illustrates the possibilities to reduce the
infection of H. contortus in vitro and in vivo assays. The A. cina ethyl acetate (Acea), n-hexane (Acnhx) and methanol

(Acm) extracts at 2 and 1mg/mL were evaluated against the infective (Ls) and fourth (L) larval stages at 24- and 72-hours in vitro assays,

respectively. For nematocidal effect, six groups of five gerbils were infected with H. contortus L; and treated with 0.1mg/oral route per
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gerbil from each A. cina extract, including polyvinylpyrrolidone (solvent), ivermectin (positive) and PBS (negative) controls. Five days
after treatments, gerbils were necropsied and nematode counting. The A. cina extracts showed a range from
13% to 82.6% of larval mortality in vitro assays and the nematocidal activity was from 5.22% to 100%
displaying the maximum toxicity to Acnhx extract (p < 0.05). Two main compounds from Acnhx extract were
identified as artemisinin (sesquiterpene lactone) and isoguaiacine (phenolic lignan) by mass spectrometry and
NMR, respectively. The anthelmintic evaluation of isoguaiacine compound and Acnhx extract also exhibited
lethal effect of 23% and 69% on H. contortus La, respectively. Also, upregulation of H. contortus HC29 gene (GPx
family) of 13- and 80-fold (p < 0.01) was observed on L4 stage after exposure to Acnhx extract and isoguaiacine
at 0.078 mg/mL, respectively. We conclude that the Acnhx extract had major anthelmintic efficacy than other A.
cina extracts evaluated against H. contortus larvae and a new compound was identified as isoguaiacine with

mild antioxidant activity.

Keywords: Haemonchus contortus, Artemisia cina, Meriones unguculatus, artemisinin and isoaguaicine

compounds

Introduction

Haemonchus contortus is one of the most pathogenic GINs and causes inflammation, mucosal secretions and
micro-haemorrhages in the abomasum (stomach) and is responsible for important economic losses in flocks
worldwide (Roeber et al. 2013). Likewise, H. contortus and other GINs possesses the ability to evade the host
immune response and have developed different genetic mechanisms to tolerate the toxicity of commercial
anthelmintic drugs. In this context, the efficacy of most anthelmintic drugs in many countries is decreasing
(Emery et al. 2016; Craig 2018). Consequently, the control of GINs is of worldwide concern, and the search for
control strategies other than chemotherapy, i.e., the use of medicinal plants, is being investigated all over the
world (GITHORI et al. 2010; Cala et al. 2014). The genus Artemisia was introduced into Mesoamerica during
the Spanish conquest (Beltran-Rodriguez et al. 2017). This species has been used as an aqueous extract to treat
helminth infections and anti-inflammatory activity in public health and domestic animals (Woerdenbag et al.

1997; Basthar et al. 2011; Zang et al. 2019). Part of its effect has been attributed to the presence of a bioactive
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compound identified as santonin (Sakipova et al. 2017; Zhang et al. 2019). Although, high concentration of
santonin (> 60mg) caused toxicity (Zhang et al. 2019), so far, limited information about the activity of A. cina

as an anthelmintic in ruminants.

On the other hand, nematodes have developed genetic strategies to avoid the toxicity of anthelmintic drugs, i.e.,
cellular mechanisms, such as an antioxidant enzyme system, that nematodes use to detoxify compounds. Among
the main parasite antioxidant enzymes, the glutathione peroxidase (GPx) family plays an important role in
parasite defence (Rotilio et al. 1985; Henkle-Diihrsen and Kampkotter 2001). Studies performed by Hartman
et al. (2001) and Sun et al. (2012) identified Hc29 as a gene regulated during the development stages of H.
contortus, showing high similarity with other GPx (~80.4%) homologues of the thioredoxin-like family and
selenium-independent enzymes. Considering the importance of the results from these studies, assessment of the
possible toxicity of metabolites or extracts derived from plants might contribute to reducing the nematode
infection process. The objectives of the present study were to assess the anthelmintic efficacy of different
extracts collected from A. cina in vitro and in vivo assays using H. contortus Ls; and L4 and in gerbils infected
with H. contortus. In addition, the relative expression of the Hc29 gene was quantified on H. contortus L. after

exposure to the n-hexane extract and the isoguaiacine compound from A. cina.

Materials and Methods
Plant material

Artemisia cina is recorded at The Plant List website (http://www.theplantlist.org) with the data access number

EDBD41D2-71C1-479D-BE37-17879304A6AA. The A. cina plants were obtained from a commercial
laboratory in Mexico (Millennium Lab., Ciudad de México, Mexico, Batch Number ARC1170117) that uses a
Mexican seed and it is growing following the quality control specifications: appearance, colour and odour to
ensure optimal plant growing conditions, i.e. 80% humidity, 24 °C air temperature, and soil pH of 6.3. Plants
were collected during the pre-flowering period and taxonomic identification performed (Millennium Lab.,

Ciudad de México, Mexico).
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Preparation of A. cina extracts
Five kg of A. cina (fresh) were dried at 60 °C for one week. Extracts were obtained by solvent extraction in n-
hexane, ethyl acetate and methanol, respectively. The plant extracts were dried in a rotatory evaporator
(Heidolph Laborota 4000, Heidolph Instruments, Schwabach, Germany) at reduced pressure at 60 °C (Igbal et
al. 2004). Extracts were lyophilised and kept at 4 °C until used (Labconco FreeZone™ Freeze-Dry Systems
4.5 L). Then, the solubility of A. cina extracts was assessed by adding an amount of 200mg of each extract with
0.1% polyvinylpyrrolidone (PVP, K-30 Merck, USA) in distillate water (DW) at a 1:1 ratio and continuous
shaking for 20 minutes at room temperature to improve the A cina extracts solubility following the method
citied by Hernandez-Patlan et al. (2018). This procedure was followed before each experimental study.

A. cina phytochemical analysis
The A. cina extracts were examined for compounds with anthelmintic activity using high-performance liquid
chromatography. Commercial artemisinin (Sigma-Aldrich, St. Louis Missouri, USA) was used as control to
verify the presence of this molecule in the extracts. The most bioactive extract was fractioned by silica column
chromatography and pure compounds were obtained, which were analysed using *H NMR and 3C NMR
methods (Tabasco University, México).

Sourcing of H. contortus larvae
Faecal samples were collected from a 4-month-old Pelibuey sheep, previously infected (per os) with 5000 H.
contortus Ls. Faecal cultures were prepared in Petri dishes following the Corticelli-Lai technique and kept for
7 days to allow the development of infective larvae (Corticelli and Lai, 1963). Larvae were recovered by the
Baermann funnel technique (Thienpont et al. 1979). The collected larvae were kept at 4 °C for 7 days and
thoroughly washed with PBS at pH 7.4 and treated with 40% sucrose and 0.187% sodium hypochlorite
(Cloralex, Sta. Catarina, Nuevo Ledn, Mexico) to remove detritus and the second larval moult from L3 in order
to collect the first endoparasitic stage, La. Biological material was recovered and transferred into tubes with
PBS, pH 7.4, with 100X antibiotic-antimycotic mixture (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) for 12 h. Then, in vitro
larvae assays were performed in a 6-well culture plate with 2000 L3 per 3 mL per well at 37 °C in Hank’s
medium with a 100X antibiotic-antimycotic mixture (Gibco, Carlsbad CA, USA) and 4 uL of ruminant

erythrocytes, previously cleaned with the VyM solution (Contreras-Ochoa et al. 2019).
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In vitro assays
The lethal effect of the three A. cina extracts on H. contortus Lz was investigated using microtitration plates at
room temperature (24 °C) for 24 h. Two control groups were used: a) DW and b) levamisole (Lab. Rema,
Meéxico). A. cina extracts were used at concentrations of 1 and 2 mg/mL. For the A. cina extract x H. contortus
L3 confrontations, 100 Lz in 100 uL of aqueous suspension were used per well (n = 3) with three replicates
under the same conditions. In addition, 50% and 90% lethal doses (LDso-g0) from the A. cina n-hexane extract
and metabolite, identified as isoguaiacine, were analysed on H. contortus Ls with 1.25 mg/mL as stock
concentration. Then, the A. cina n-hexane extract was diluted with 2% Tween-20 and isoguaiacine were diluted
with DW at 0.625, 0.312, 0.156, 0.078 and 0.0.39 mg/mL using Hank’s medium, 2% Tween-20, DW and
5.71 mM ivermectin (Sigma, USA) as control groups.

Relative expression of the Hc29 gene and H. contortus L
The expression analysis was performed with approximately 4,000 H. contortus L4 per treatment. Before the
expression analysis, three different time-points (24, 48 and 72 h) were examined at 0.078 mg/mL after exposure
to the A. cina n-hexane extract to select the period with mild lethal effect in order to conserve the integrity of
larvae. Hydrogen peroxide (H202) at 0.078% and Hank’s medium were used as positive and negative controls,
respectively. All treatments were incubated at 37 °C under CO,. After incubation, larvae were collected by
centrifugation at 1000g for 5 min and ground with a pestle at 4 °C. Then, they were suspended in 1 mL of Trizol
(Thermo Fisher Scientific, USA) to conduct a total RNA analysis. RNAm reverse transcription (RT) was
performed with the RevertAid™H Minus First Strand cDNA Synthesis kit (Fermentas, USA). The yield was
calculated at 260 nm and the purity assessed using the 260-280 nm range (NanoPhotometer NP80, IMPLEN,
USA).

Hc29 primer designs for RT-gPCR
Oligonucleotides were designed for the Hc29 and f-tubulin genes using GQ927327.1 and FJ981644.1

sequences (www.ncbi.nlm.nih.gov), and synthesised in the Biotechnology Institute, UNAM (México) (Sun et

al. 2012). Previously, sequences from both genes were analysed using the Primer3Plus (www.bioinformatics.nl)

and SnapGen (www.snapgene.com) software. The oligonucleotide sequences were as follows: GPx-Fw

ACGTCGCATCTCAATGTGGT and GPx-Rv  TGGCGTAGAGATCAGGCTCA;  B-tubulin-Fw
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CCATTGACGCATTCACTTG and ptubulin-Rev  GATCAGCATTCAGCTGTCCA. Thirty cycles of
amplification with an initial incubation at 95 °C for 5 min, followed by denaturation at 95 °C for 15 s and
annealing at 63 °C for 15 s, were performed for the RT-qPCR assays (Corbett Research Roto-Gene 6000).

MRNA quantification analyses

For relative quantification, the comparative Ct method was used (Pfaffl 2001). The C+ value for the Hc29 gene
was subtracted from the average Cr value of the Stubulin gene to normalise expression; this value is called
ACr. To assess the effect of the expression level of each gene, the mean ACt was recoded from both the treated
and non-treated groups; this value is called AACt and was used to determine the fold change with the
housekeeping gene and the control group. Data were analysed using the Qiagen platform

(https://www.qgiagen.com).

In vivo assays
Gerbils (Meriones unguiculatus) were provided by the National Institute of Public Health located in
Cuernavaca, Morelos, México. A group of 30 male and female gerbils (21 days post-weaning and ~30 g
bodyweight) were selected to assess the nematicidal effect of the three A. cina extracts. Prior to the experimental
assays, the gerbils were dewormed with 5 mg/kg of albendazole (~0.15 mg/gerbil); seven days later they were
injected with 0.05 mg/kg of dexamethasone (Azium® MSD, Ciudad de México, México) for three consecutive
days to depress the immune system and improve the H. contortus infection. Six groups of five gerbils each were
infected orally with 10,000 unsheathed H. contortus Ls. The six groups of gerbils were treated with A. cina
extracts as follows: methanolic; ethyl acetate; n-hexane (note: these extracts were administrated orally over
three consecutive days at 0.06 mg/per gerbil); commercial ivermectin (Ivomec® Boehringer Ingelheim); PVP
K-30 and oral DW. Prior to administration, all fractions were mixed with PVP, K-30 (Merck) and DW to create
a safe and clear product. Nine days post-treatment, gerbils were euthanised following the Official Instructions
for ~ Animal Care  (NOM-051-ZOO-1995, NOM-033-Z00-1995 y  NOM-062-Z0O0-1999,

www.senasica.gob.mx). Stomachs were removed, longitudinally opened and cleaned with PBS pH 7.4 at 37

°C. The L4 were recovered and quantified immediately after necropsy.
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Statistical analyses
All in vitro and in vivo assays were analysed in the same way: data were transformed using a random design to
determine the percentage efficacy of the A. cina extracts. The means of H. contortus Lz mortality (in vitro
assays) and the means of recovered L4 (in vivo assays) were compared with the corresponding control groups
using an ANOVA analysis, followed by Tukey’s test to identify differences among treatments. Analyses were
carried out using SAS software (Version 9, 2004, Cary, NC). In addition, the efficacy of A. cina extracts on H.
contortus in vitro and in vivo (with gerbils) was expressed as a percentage reduction and estimated using the
following formula:
% Reduction = 100 x ((C - T)/C)
Where: C = arithmetic mean of H. contortus larvae (Lz or L) used to estimate either the lethal effect or the
anthelmintic effect in gerbils in control treatments; T = arithmetic mean of worms in treated groups.

Ethical statement
Experimental gerbils were treated following the Norma Oficial Mexicana (Official Rule Numbers NOM-051-

Z00-1995, NOM-033-Z00-1995 and NOM-062-Z00-1999, www.senasica.gob.mx), as well as the Ley

Federal of Sanidad Animal (Federal Law for Animal Health

[www.diputados.gob.mx/LeyesBiblio/ref/Ifsa.htm]). Gerbils were housed and maintained in a pathogen-free

environment at the biotherium of the Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan- UNAM. All experiments
were performed according to the protocol No DC-2018/2-6 approved by Subcomité Institucional para el

Cuidado y Uso de Animales Experimentales- SICUAE.

Results

A. cina extracts
Once extracts were obtained, the following materials were collected: n-hexane (4.3 g), ethyl acetate (4.8 g), and
methanol (3.2 g). Artemisinin was found in the n-hexane extract at 282.33 [M + H*] = 283 m/z by mass
spectrometry (Fig. 1a-b). In addition, NMR data showed an isoguaiacine a phenolic lignan compound in the A.
cina n-hexane extract at [M + Na + 2H*] = 309 m/z. (Fig. 1c). n-hexane fraction of A. cina was separated by

HPLC and all components. This molecule was reported with Patent No. 71113-16-1.
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Larval mortality
The A. cina n-hexane extract showed high lethal efficacy of 70% and 80% against H. contortus Lz when tested
at 1 and 2 mg/mL, respectively. In comparison, the ethyl acetate and methanolic extracts achieved 40% and
30% efficacy, respectively, at 2 mg/mL. At 1 mg/mL, the ethyl acetate and methanolic fractions resulted in low
larval mortality (<20%). The negative control (DW) showed no larvicidal effect; whole larvae were seen
moving actively in the wells of the microtitration plate in these treatments. The PVP K-30 used as solvent had
4% and levamisole (positive control) showed 100% lethal efficacy against the parasitic stage (Table 1).

Effect of A. cina extracts on H. contortus L4
The ICso_g0 Of the n-hexane extract was 0.23 mg/mL (0.21-0.26) and 1.96 mg/mL (1.53-2.67), respectively. In
addition, the lethal effect of five A. cina dilutions, from 0.625 to 0.039, had a dependent dose against H.
contortus L4 of between 69% + 0.83 and 10.97% + 1.0 for the n-hexane extract and between 23% + 0.47 and
2.85% =+ 0.23 for the isoguaiacine metabolite (p < 0.05) after 24 h (Table 2). The exposure of H. contortus L
to the n-hexane extract at 0.078 mg/mL had 78% + 0.07 after 72 h exposure and the morphology appeared to
be affected for treated group showing small intestinal granules that might indicate a cell degenerative process
in death larvae compared with control group with active larval motility (Fig. 3a - d).

Relative expression of Hc29 gene on H. contortus La
Upregulation of Hc29 gene expression in A. cina-treated and positive control larvae was observed. The A. cina
n-hexane extract increased Hc29 gene expression 80.08-fold (p < 0.01) and the isoguaiacine metabolite,
belonging to the lignan phenol group, showed a 13.09-fold increase regulation (p < 0.001). The hydrogen
peroxide (positive control) was upregulated 2.38-fold, but no statistical differences were observed (p > 0.05).

Recovery of H. contortus L4 from gerbil stomachs
Table 3 shows the number of H. contortus L4 recovered from the stomachs of the six treatment groups, as well
as the percentage reduction in the numbers of worms attributed to the effect of treatment with A. cina extracts.
No parasites were recovered from the stomachs of gerbils treated with either the n-hexane extract or ivermectin.
In contrast, values of parasitic reductions were recorded in gerbils treated with the methanolic and ethyl acetate

extracts.
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Discussion
This study observed the anthelmintic function of the A. cina n-hexane extract, which achieved more than 70%
mortality of H. contortus larvae. In contrast, the ethyl acetate and methanolic extracts showed activity values
below 45%. Currently, there is little information on the anthelmintic activity of A. cina extracts, and previously
aqueous, ethanolic and hydroalcoholic extracts had been assessed against H. contortus (Equale et al. 2011).
Hernandez-Patlan et al. (2018) showed the advantage to use PVP to improve the solubility of curcumin, in this
study similar function of PVP could be involved in the improvement of the anthelmintic activity of A. cina n-
hexane extract conformed by diverse metabolites such as isoguaiacine. Although, santonin compound was non-
existent in A. cina n-hexane extract, the santonin has been recognized as important antiparasite compound that
beneficial bioactivities require more studies as possible anthelmintic (Githiori et al. 2003; Ivasenko et al. 2006;
Wang et al. 2019). Notably, we observed a dose-dependent anthelmintic effect when using the A. cina n-hexane
extract, with the high effect obtained at a concentration of 2 mg/mL. The anthelmintic activities of other species
of Artemisia have been evaluated against H. contortus, with diverse activity. For example, aqueous and
methanolic extracts of A. brevifolia were assessed against H. contortus Ls, with 67.2-100% mortality after 24
h (Igbal et al. 2004). Another study assessed the in vitro effect of an ethanolic extract of A. absinthium against
H. contortus Ls, as well as the in vivo ovicidal effect in sheep faeces; in both cases, a significant 95%
anthelmintic effect was recorded (Tarik et al., 2008). Conversely, methanolic extract of A. parviflora and A.
sieversiana were assessed against H. contortus both in vitro and in vivo and showed 100% egg hatching
inhibition, and an in vivo assay in sheep revealed a faecal egg reduction of 77%. The different anthelmintic
effects of Artemisia spp. extracts may be related to the use of different extraction procedures and the polarity
of their compounds. Additionally, the compound content of plant material can differ depending on the aerial
parts of the plant, soil type, and phenol compounds (Tardieu, 2013). For instance, in the case of A. brevifolia,
the presence of sesquiterpene and flavonoid molecules has been associated with its anthelmintic activity (Igbal

et al. 2004).

We confirmed the presence of artemisinin using the methodology described by Reale et al. (2008), who obtained

the same metabolite from A. annua. In recent years, artemisinin has been reported to be active against several
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types of parasite, e.g., the protozoan Plasmodium (Beshbishi et al. 2018), and against other helminths, for
instance, Schistosoma, Echinococcus and Fasciola (Ferreira et al. 2011). In contrast, A. annua ethanol and, in
other studies, an aqueous and pure artemisinin, were administered to gerbils artificially infected with H.
contortus and in naturally infected sheep with GIN, however, no anthelmintic effect was reported with either
product (Squires etal. 2011; Cala et al. 2014). In contrast, artemisinin efficacy was notified against experimental
trichinellosis (Abou et al. 2017). Notably, the total anthelmintic effectiveness of the A. cina hexanic extract in
our study was equivalent to that recorded for ivermectin. This result might be important considering that
artemisinin was present in the A. cina n-hexane extract together with the lignan metabolite, identified for the

first time in the A. cina n-hexane extract as natural dewormers that might contribute to improve animal health.

Currently, there are only a few reports of A. cina products as potential anthelmintics (Basthar et al. 2011,
Higuera-Piedrahita et al. 2016). Bashtar et al. (2011) determined the impact of A. cina on the sheep cestode
Moniezia expansa 14 h post-treatment. Sesquiterpene molecules in Artemisia spp., other than artemisinin, have
also been shown to have an anthelmintic effect. For example, a methanolic extract from the plant Melaleuca
alternifolia reduced the parasitic burden of H. contortus in infected gerbils by 46.3-48.6% (Grando et al. 2016).
The authors attributed this anthelmintic effect to terpinen-4-ol (a sesquiterpene). In addition, our results showed
that the n-hexane extract of A. cina and isoguaiacine as phenolic lignan induced upregulation of the expression
of the Hc29 gene coding for essential antioxidant enzymes in parasites (belonging to the GPx family). The
treatment with A. cina n-hexane extract induced an oxidative unbalance causing the larvae death that showed
small granulations when compared to control larvae. In our study, the A. cina n-hexane metabolite was shown
to include lignan, substances belonging to phenolic group that might be involved in H. contortus toxicity.
Previous studies with the Piperaceae plant family containing active lignan groups caused damage on the
protozoa Trypanosoma cruzy (important parasite that affect human health). The authors mention structural
alterations activated by lignan substances through oxidative mechanisms (Pelizzaro-Rocha et al. 2011). The
redox process has been linked to pharmacological effects for long time. Many drugs are redox molecules, and,
in many instances, oxidative damage is evident in tissues undergoing drug action, such as xenobiotic products

containing phenolic molecules (Lazarin-Biddia et al. 2013; Garcia-Huertas et al. 2018). In addition, the Piper
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plant containing a group of phenolic lignan showed high ovicidal activity in in vitro assays against GINs of
small ruminants (Souza de Paula Carlis et al. 2019). All these studies displayed the possible use of a plant
derivate to treat parasitic diseases affecting human beings and animals. The A. cina derivate had toxicity against
the larval stages of H. contortus in in vitro and in vivo studies using gerbils as laboratory model. The effect of
the A. cina n-hexane extract and artemisinin and lignan metabolites in vivo require more studies as possible

integrated methods of control of H. contortus and other GINs that affect animal health and production.

Conclusions

The results suggest that Artemisia cina n-hexane displayed high toxicity on H. contortus larval stages in vitro
and in vivo trials, and it induced the expression of the Hc29 gene in L4 when compared with the control, while,
A. cina ethyl acetate and methanolic extracts decreased the mortality of H. contortus larvae with a maximum
efficacy around 45%. Furthermore, increase expression of Hc29 as representative gene of the GPx family
suggest a mild A. cina n-hexane and isoguaiacine reaction with ROS and reactive H>O, as positive control.
These results lead us to propose major number of studies with A. cina n-fraction as an anthelmintic in infected
sheep with GINs. In addition, two main compounds, artemisinin and isoguaiacine, were identified into A. cina
n-hexanic extract which anthelmintic activity require more studies to contribute in the understanding of how
natural plant derivatives work against parasitic nematodes, including mechanism of action.
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Figure and Tables Leyends

Fig. 1a—c Artemisinin identified in the A. cina n-hexanic extract using mass spectrometry: a) commercial
artemisinin (Sigma-Aldrich) used as reference; b) artemisinin from the A. cina n-hexane plant extract. Red

square = 283 m/z; and c) lignan from de A. cina n-hexane extract. Red square = 309 m/z

Fig. 2 a—d Morphology changes of H. contortus L4 exposed to the A. cina n-hexane extract after 72 h: a) and

b) larvae without treatment; c) and d) larvae treated with A. cina n-hexane extract at 0.078 mg/mL

Table 1. In vitro lethal activity of Artemisia extracts against H. contortus Ls, expressed as percentage efficacy

after 24 h of exposition

Table 2. Percentage of Artemisia cina n-hexane extract and isoguaiacine compound against Haemonchus

contortus L4 in vitro assays

Table 3. Nematicidal activity of Artemisia cina extracts against H. contortus L4 in artificially infected gerbils,

expressed as a percentage reduction of H. contortus larvae
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Table 1. In vitro nematicidal activity of Artemisia extracts against H. contortus L3, expressed as percentage

efficacy after 24 h of exposition

Reduction (%)

Treatments Concentration (mg/mL) 24 h
2 82.6 (+38.8) "
n-hexane extract
1 75(x44.3)"
2 46.3 (£ 22.4)"
Ethyl acetate extract
1 23 (x20)"
2 34(£16.3)"
Methanolic extract
1 13 (x3.6)"
Levamisole 7.5 100(x1) "
2 4(x1)
PVP K-30
1 0

* = Significance differences between treatments (p < 0.05); PVP K-30 = Polyvinylpyrroline K-30
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Table 2. Percentage of Artemisia cina n-hexane extract and isoguaiacine compound against Haemonchus

contortus L4 in vitro assays

A. cina (mg/mL)

Mortality percentage (X + SD)

n-hexane (mg/mL)

Isoguaicine compound

(mg/mL)

0.625 69 +0.83 23+£0.47%
0.312 56.87+ 1.0 13.8 + 0.25%
0.156 43.32+1.0 11.17 £ 0.27+
0.078 27.6 £ 0.64 8+ 0.26%
0.039 10.97+1.0 2.85+0.23

Distilated water 0 1+0.23

2 % Tween-20 1.0+0.17 --

5 mg/mL Ivermectin 100 100

* = Significance differences between treatments (p < 0.05)
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Table 3. Nematicidal activity of Artemisia cina extracts against H. contortus L4 in artificially infected gerbils,

expressed as a percentage reduction of H. contortus larvae

Treatments Larvae recovered from gerbils Reduction percentage
stomachs
x +SD
n-hexane extract 0 100 *
Ethyl acetate extract 127 +10 5.22
Methanolic extract 126 +13 5.97
Ivermectin 0 100~
PVP K-30 117420 12.69
Distilled water 134 +£12

* = Significance differences between treatments (p < 0.05); PVP K-30 = Polyvinylpyrroline K-30
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Fig. 1a—c Artemisinin identified in the A. cina n-hexanic extract using mass spectrometry: a) commercial
artemisinin (Sigma-Aldrich) used as reference; b) artemisinin from the A. cina n-hexane plant extract. Red

square = 283 m/z; and c) lignan from de A. cina n-hexane extract. Red square = 309 m/z
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Fig. 2 a—d Morphology changes of H. contortus L4 exposed to the A. cina n-hexane extract after 72 h: a) and

b) larvae without treatment; c) and d) larvae treated with A. cina n-hexane extract at 0.078 mg/mL
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Absiract:

The anthelmintic resistance problem is widely recognized in sheep production. Therefore,
pew methods of control against pastmaintestinal nematodes (GIN) need to be inteprated. The
am af this work was to assess the texicity of 4. cimg 30 CH as a homeoparthic prodoct against
Haemonchus comrorius in i vitre and i vive asngys. 4 cone 30 CH was obfaimed from a
commercial laboratory, and confirmation of aremisinm as a key ingredisnt was performsd
with mass specirophoimery. The 4. cing 30 CH and the artsmisinin pare reagent wers nsed
for the mbdbition of egg batching (IEH) and for the inhibition of larval migmation of K.
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comiorius Ly (LN, In additton, thoee svoups of 10 natorally infected lambs with GTN were
meated with 4 o 30 CH and albendamale, and 10 weare used as control The parasitic
mfection was mooitorsd at 0, 7, 14 and 18 d postreatment (PT) to determing the momber of
eges per mram (epg) and FAMACHA index. The fnwviro data showed 100 % IEH and
547 % LM by 4. cmg 30 CH, and nonbethal activity was observed with the arfemisinin pare
reagemi. The toxicty of 4 cing 3 CH against F. conforiis in infected lambs was observed
afier 7 d of miection. Administration of te 4. cing 30 CH yielded a 60 % reduction n the
epe af 28 d PT. simdlar to the albendarole (P-20.05). In conchusion, 4 cig 30 CH had the
ability to IEH and ILM of H. comiorius in in wire assays and reduced the mumber of eges of
H contortus, which is the primary pamsitic nemaicde n grazing lamwhs, thereby reducing

Key words: driemisia cing 30 CH, Anemisinin, Haemoncins, Lambs.,

Beceived: 14062018
Apcepred: 04032019

Introduction

(Gasmointestmal pemaodes (GIN), primanly & comformus, which is the most prevalent
pematods in wopical Tegioms, are ameng the primary pathogens that reduce animal
production’”’. For a long time anthelmintic drogs have been used as the main traditional
methad of contrel, and only one is on the marker™!, However, the madsguate use of this drog
bas cansed worldwide resistance problemis in warious numinant species™®. The hish
prevalencs and the fast dispersion of anthelmintic resistance have imcreased in domestc
nominanis, which show resistance fo muolitple antheloningc drogs io cerfam regions™!. In
Mexico, diverse reporting oo GIN has ecommed, apd other srategies of conirel are under
shady™!,

The use of different methods of coniral have been denoted Parasite Integral Comtmol (FIC)™.
The smategy of most stadies &= fo foons oo the cooirol of hughly pathogenic nematodes, such
as M. conforiiz and Teladorsagia, m small ruminants becanse of their bleod-feeding habits.
Paddock rotatten, selection of resistant breeds, biolegical control (f.e., nematophagous fmeE
and predatory nemabodss '™, selective dewarmuing, vaccines and dervatives of the tradifonal
herbolary (ie., homeepathic products) are considersd in the PIC™. However, mare shadies
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are pesded of aliemative methods to edoce the epz and the adolt pematodes duning
boshandry procedunss/ 1™,

Homeopathic compounds are subs@nces of diferent engins, such as vegeiable or mineral
that hawve therapeutic effects. The hemsopathic pooducts are prepared following the
msmactions of the Homeoparthic Pharmacopeia’' ™" Far instance. the homeopathic prodocts
obtained from plants are acquired as ethanolic extracts (Zenerally), and they ars dibated m 90
parts aloohels undl the desired concenmation (decimal and ceniesimal) below the Avesadro
pomber §.01212* 107 is reached. In this way, the homeopathic doags ars ebtained with low
mversion and easy exmacton and represent 3 safs method of contral™=. Becently, several
reparts regarding the possible use of homeopathic products with a pematicidal effect have
provided a new opperninity to integrate 4. cing as a nowel method of comtrol. 4 cing s a
plant that belomes fo the Asteracess family and comtaims arfemvisinin as the active
metabalite” . This plant has shown anthelmintic and antimalarial propertias” ', For instance,
A cing appears to have a potential therapeatc effect apainst parasites, ut further stody &
recuuired to determine if 4. cing can beused as a bomeopathic or panmal predwct as a pessibls
anthelmintic agaimst GIN. 4. cima took is conformided by the 30 centesimal hannemaniana
(CH) concentration as reported by the Mexican Homeopathic Pharmacoposia (oonceniraton
10°“M), which is suggested to be administered in numinanis. The aim of this study was to
determins the antiparasitic efficacy of a bomeopathic prodoct based on 4 i 30 CHio in
vifre and fn vive assays against a namral infection of small neminanes with GIN.

Material and methods

Locality

The amalysis by mass specomefry was camed out in [aboratory 5 of Unidad de
Investpacion Multdisciplinaria, and the i viro analysis camied out in laberafory 3 and 5 of
the Unidad de Investizacion Mulridisciplinaria of Facultad de Ezmadies Superiores Coautitlan
(FESC), UMAM, in Comntitlan Municipality, State of Mexico and the fa vwivo assay on a farm
m Mixgoishuala Municipality, Hidalpo State at 2,100 m as] with a semsi-dry chimate, an
armual temperatare of 16.5° C and rainfall of 500 mm"*'.
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Idenafication of artemizinin in 4 crme 30 CH

The armemisinin molecules were entified fom 4 cise 30 CH commercial products
(Millenium Lab, Mexico). Ultra-performance liquid chromatography with mass specirometry
(UPLCMS) was used with a reversed-phase cobumpn in positive mods. All samples ware
performed acomding to the following condifions: 70 come velocify, Sm (Mo 2%0.75) and
UPLC/MS reading from 200 to 300 mz laboratory 5 of Unidad de Inwestizacion
Multidisciplinama . Conceniration of 4. cimr 30CH was 10-%h.

Parazites

Faeces posidve for parasific nematede egps were collected Tom a dooor lamb previoushy
mfected with 3,000 eggs of H. comforius Ls, a siram iselafed and maintained in the FESC,
UHAM. The quantitaiive Mchaster fechnigue was usad to defermine the mmber of epe, and
coprocuttare techniques wers performead fo collect J. comderius Ly at 21 d post-infecton (FT).
Lamvae were kept at -20 °C unfil used (the lamvae recoversd from the laval oaliurs wers
crvopresarved m glycerol for bloassays, the larvas were thawed af room temperabare, and
05 % mobhty was verified).

Bioaszzays

Two different fn virro assays were performed fo determine the mbdbition of egz hatching
(IEH) and the inhibitien of larval migration (TLM7 . All technigqoes were performed nsing
100 egzs or mfective stages of lamvae (L) of H. comforfis. For each assay, thres replicates
were prepared, and five treatments were applisd as follows: 1) 20 ul 4. cmg 30 CH (10
S%; 1) 100 pL of distilled water (OW, copirel); 3) 50 mz'mL albendarele (ABZ, control)
(Sipma-Aldrch. 5t Lomis, Missouri, USA), selubilized with 0.1 mz'ml. dimetiy] sulfoxide
(CH500; 4) 20 pL of sthanol: and 3) 1 me'ml armemisinin (Sigma-Aldnch, 5t Loos,
Missouri, USA)

The IEH was performed in ELISA plates that were mcubated at 28 °C for 48 b The IEH
reading was conducted using Luzol's todine sohition, which was addad fo each well after
mcubation. The tofal volume of sach ELTSA well was read to count the sunrher of active H.
contortus Ly and IEH per well with a microscope under 10> magnification (Olympus, modsl
CE-2, JTapan).
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The IILM recefved similar freatment as the IEH, except thai the ABZ was replaced by
levamuzals (300 mp'ml]). Larvae were also read using Logol s sehutson after incobation. The
fotal velume per well was r=ad to defermine the ILM.

In vive assays

Lamhs:

Thirty Suffolk breed lambs, 1§ males and 14 females, 3 mo of age and at 20 4 post-weanine,
were parurally infected with GIM. All lambs ware kept in semi-stabled condidons, srazing in
paddocks durng the day and kept inside af mizht Lambs wers fed commercial concenirate
and water ad ilWium. o anthelmmiic treatment was applied to any lamb before the present
sudy. All lambs were posifve for GIW eges, which was coofimmed by Michasier and
coprocliore techniques.

Experimental design

Poior o the Teaiments, the lambs were modomized mio tres groups of 10 sach with the
support of the Statzraphics Cemburion XV, Treatments were desizned as follows: group A
received 1 ml per 5 kg of body weight (BW) by omal routs of 4. cova 30 CH (Millenim
Labaratories, Mexico) as a single dose, concenmation of 4. cimr 30CH was 10P%%. (1)
group B was onally resied with ABZ a1 7.5 mpkg of BW, and group C, without reament,
was wsed as the contmol Faecal and hasmatological samples were collecied af 1 d pre-
meatment ([ day) and at 7, 14 and 38 d pest-reament (PT). In addifion, eye mucosa colour
was observing using the FAMACHA indsy

Statztical anahsiz

The means of B, conforius eggs and lamvae Ls were compared befwesn treximents and comimal
groaps wsmg AWOVA apalyses, complamentary with Tukey's test to ientify the diferences
betwesn reatments, using Sttgraphics Cenfunion XV sofiware. The pumber of epg was
mansformed to logll epg + 10 to stabilize the varance, and the least sisnificant dfference
(L50) test was applied using Statgraphics Cepmurion XW sofiware with a completely

]
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rapdemiized desizn that considered repeatsd measurements over tme and treatment
Cifferences with P<0.0% were considered o be significant.

Eithics: mote

The management of the lambs was performed according to the Guideline of the Instinsional
Commitiee for the Care and Use of Experimental Animals of the Facultad de Estodies
Superiores Cuautitlan-TUNAM (CICUAE-FESC- UNAM) and authorized under Protocol Mo
DC- 2014-14.

Results

Identification of artemisinin in 4 cana 30 CH

The mass specrophotomsiry apalysis showed arfemdsinin molecales in the 4. cing 30 CH
commercial products nsed in the present shady. The 4. cima 30 CH chromato graphic analysis
was perfonmed io compare the profile of the commercial products fo the artemuisinin pore
reagent. Figure 1, a-b showed artemdsinin mslecules comesponding to 4. cing 30 CH and the
aremisinin pure reagent with 279,20 m'z.

Fignre 1a-b: Mass spectrophotometry analysis of pure reagent (a) and 4. cina 30 CH (1),
showing similaritiss betwsen 283 and 200 m'z
a

Kol gt e w170

) gl

Frimw wrs. e
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Ealaieyl sy Ml

In vitro assays

[EH. Data obiained from the evalaation of 4. cma 30 CH showed 1080 % IEH of H. comiorius
A cing after 48 h; this result was followed by the ABZ meatment, with 93 Y. In contrast, oo
[EH of H. comforius was obsarved with the 20 % sthanol. the artemisinin pure reagent and
the DW treatments did pot show effect (Figure 2).

Figmre 1: Inhibitiom of egg hatch assays agrinst Hagmonchur comfortur eges exposed with
Artemizia cing 3] CH and albendazole freatments and controls (arbemisinin, water and
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ILM The 4 cima 30 CH showed 65.7 % inhibition of migration of the H. confortus infective
larvae. Diifferent results were observed with the amemisnin pare reagent nsed at 0.1 and 1
mg'ml. with DW and ethanel, with all meated proups showing 100 % larval misTation,
imdicating that no inhibition was observed in the control proups. The levamisol used as the
apihelmintic showed lethal efficacy of 100 % against larvae; therefore, oo mizTation was
observed (Table 1.

Table 1: Percentage of inhibition of larval misration (TLM) against L, Hoemoncius

comtartus [X25E)

Treatments Aipration (%)
Arvemisia cing 30 CH 350+81
Levamisele (300 mg'ml) 0
Water AA0+124
Ethanol 807 BEG+115

Nanaral infection with GIN on grazing lambs shewed two main GIN species: H. condormus
(75%) and T circumcincta (15 %), Infected lambs for all spoups showed a mean of
approximarsly 2,000 epg prior to meatment (d- 0). Through the following periods, significant
differences m the reduction in epg were observed at 7 and 14 d PT (P<0.05) (Figure 3). In
additton, sipmificant differences were also observed between groups A (4 cing 30 CH) and
B (ABZ) in companison to group C (conirel, P=0.05) at 7 d.

Figure 3: Egg per gram abserved at -7, 0, 7, 14 and 18 d postreatment of lambes infacied
naforally with gastraintestinal nematodes *(M<0005)
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FAMACHA Index Card. For all groups, the FAMATCHA card index was determmed w be
3.0t 5.0 in the f vive sfudy. The FAMACHA valies were variable for all preaps. Important
differences were observed at 14 and I8 d PT for the 4 cma 30 CH and ABZ eatments
(Table ).

Table 2: FAMACHA indew of lambs natarally infected with gasmomtesiinal nematodes
and receiving Artemisia cing 30 CH o1 albendazole

Diavs post-ireatment
Treatment 0 7 14 18 B
Amemilacna il 304013 4010444 301050 20+031% 044
Albendazole  50+026 30=021% 20+030% 10+022% 010
Contel 30+025* 20:020% 10+020% 30+071% 082

Erual loamr case lettars. hereo mo siatictical @gnificames and difSorent lower s letiars hanw sotistcal
dhifSerence within the: group (=0 05). ?ﬂlmlmnmm:hmlunmﬁammiﬁfnﬂ@ﬂ
hovs siztstical Effemmos betwsen groups (PL0T)

Discussion

A cing has chemdcal compounds, such as the terpeneids, that provide insecticidal actvicy
against reproductve capacity and cause antioxidative siress in the pathogens'' " In recent
vears, impartant results identified artenyisimin as having a pessible anthelmintic effect™". For
mstance, Akkari et 2", reported a lethal dose (LD) of drtemisia campestris of 0.8 mg/ml.
azain:t H comforfus when usimg an ethanolic extract. In the present study, 4 cing 30 CH
showed 100 % of B conroriis IEH In addittion, 4 cimg 30 CH showed efficacy fir
decreasing the larval migration, and these results were ke those reported by others™
Bashtar er gl ** described the ethanolic exiract of 4 cing with efficacy against the cestode
Adomigzra. In addition, the present stady had §4.7 % LM of H. consorur nsing 4 cing 30
CH. It was reported a reduction m the larval rate in rats infected with the pemafode
Trichineila spirailz when the rats were meated with 4 cing 30 CH Podapipiium 0 and
Saptoninun 30 CH (homeepathic prodocts) m 68.14 %2, 84.10 % and 81 20 %% respectively™".
Conversaly, aremisinin pure reagent was used as conirel, and oo inhibition of egg or larval
mipration was shaarved. These resulis suzgest that the absence of aciivity mizht have besn
produced by the chemical confirmation of 4. cfeg 30 CH. and a sobvent that used compounds

with hydragens and pheeryl rings, thereby enablimg a fast changs in conformation.

Fezarding the nataral infaction with GV and the 4. cing 30 CH meatments applisd after 2
wk, the ABZ and 4. cing 30 CH showed significant differences (P<0.03) in reductions m the

330
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pomber of epz. These findmgzs were like these reported by Bashiar of 2™, who found a
redoction of proglettids of lomiezia sp. in animals weated with 4 cima. However, mors
smadies are required to confimm the possible apihelmintic efect of 4. cing 30 CH against
pematode stages using artemisnim from native plants.

Treatments with 4. cime 30 CH and ABF azainst myural mfection improved the FAMACHA
values caused by the bleod-feeding habit of B conrerar at 7 and 14 d after administration
(P=000E). Smuilar results were foand by Cala ef @', with artepyismin support=d as a possibles
pematicide metabalite after infection Dlemeler g @™ showed the anasnvia canzed by H.
comiorius infection in lapbs treated with ABZ showed nematicedal efficacy. A review camed
it by Eerboeuf ar &/ suggests the activity of faveneids e the soucture and cell targst is
similar to the antoxidant effect canzed by anfemizinin Altheush the 4 cme anthelmintic
mechanizm of acton is unknewn, defermimafion of this mechamicm is needed for its
applicarion to nematodes infecting hasts. B was demonstrated the stability of artenyisinin in
ﬂmnmmwhlchmdemcuhlemhlmdgmplﬁmﬁmgufmmmmn&guftﬂdf
weight™"'. The stady of 4 ciwa 30 CH showed participation of the drug as an anthelmintic,
and & should be considersd as a possible method for uss in the contel of parasitc pematedss.

Conclusions and implications

The 4 cimg 30 CH had anthelminfic eficacy against H conforius ez haichimg duning nabaral
mfection. The FAMACHA index suggest reduction of nemateds actvity after reament with
4 cimg 30 CH and ABZ. Tn addition, this product demonstrated inhibition of ege hatching
and larval mizration, which indicates its pessible anthelminfic effect. To optimize the nse of
this homeopathic compoeund. the mechanizm of itz acton must be determined.
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CAPITULO XI

11 Discusion general

Esta investigacion mostré hallazgos interesantes sobre una planta pobremente
estudiada como lo es A. cina, si bien el género Artemisia ha sido ampliamente
estudiada, en particular A. cina presenta pocos reportes sobre sus efectos
biolégicos. Dentro de los que se reportan en este trabajo es la actividad ovicida,
larvicida y adulticida sobre H. contortus, pero ademas el efecto novedoso sobre L4
in vitro y en jerbos, lo que permite considerarla como un antihelmintico completo, en
este orden, los antihelminticos de referencia tienen accion sobre cierta fase del ciclo
de vida del parasito como la larva o el adulto en particular. La mayoria de los
estudios reportados del género Artemisia han atribuido el efecto antiparasitario a
moléculas como flavonoides, cumarinas (Zhang et al. (2019) o a la mezcla de
plantas en extracto acuoso apostando al efecto sinérgico de las moléculas como lo
describe Mravcakova et al (2019). El control de parasitos debe girar en torno a las
alternativas sustentables y dentro de ellas un gran campo a explorar es la herbolaria,
muchas de las plantas han tenido actividad conocida, sin embargo, no se conocen
los principios, las dosis o0 su toxicidad y es imperativo que se pueda realizar
basandose en una metodologia clara, precisa y repetible de obtencion de
metabolitos, estudios de estabilidad, farmacocinética y farmacodinamia como se
reporta en es este trabajo y que se contrasta con el reportado por Olmedo-Juarez
et al (2014) y Von Son-de Fernex et al (2015).

Los compuestos lignanos propuestos en este trabajo como responsables de la
actividad antihelmintica han sido descritos desde 1974 (Konno et al.) con actividad
antibacteriana 0 como compuestos que se consideran preventivos para el cancer
femenino, sin embargo, no han encontrado reportes sobre su actividad
antiparasitaria, mas que como antiprotozoaria sobre Plasmodium y Trypanosoma
(Schmitdt et al. 2012). Sin embargo, es bien conocida la actividad antioxidante de

otros lignanos y que se consideran por la misma razén antivirales y anticancerosos
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(Hadeel et al. 2020) Este efecto se demostré midiendo los valores de peréxido y
valores de acido tiobarbitarico en aceites de semillas de ajonjoli y Salucci et al
(2020) demostré que el uso de estos compuestos ademas puede prevenir la atrofia

muscular.

Wang et al (2019) reporto la presencia de un lignano glucosido a partir de Artemisia
ordosica extraido a partir del extracto en acetato de etilo. Li et al (2019) demostré la
presencia de dos nuevos lignanos extraidos a partir de A. annua con actividad
antifangica sobre los hongos Fusarium oxysporum, Fusarium solani y
Cylindrocarpon destrutans de forma tal que el potencial de los lignanos extraidos a
partir de A. cina debe ser explorado en otros campos como antioxidante,

anticanceroso, antifungico y antibacteriano.

12 Perspectivas

Este trabajo demostré el efecto antihelmintico de la fraccion hexanica de A. cina
sobre fases de vida libre como huevo, L3 y sobre fases endogenas como L4y adulto,
por lo cual, se puede considerar como una planta promisoria para seguir
estudiandola. Ademas de ello, con la identificacion de los compuestos responsables
de la actividad, se observdé que dichos compuestos tienen ademas otras
caracteristicas reportadas que pueden coadyuvar a la recuperacion de la infeccién
cronica, es necesario realizar estudios de efecto antioxidante, antiinflamatorio e
incluso explorar la capacidad que tienen los lignanos para actuar como
fitoestrégenos, como mecanismo preventivo al fenbmeno de alza posparto. Los
metabolitos ademas deben ser estudiados a profundidad, es decir, estudios de
farmacocinética, toxicidad y vias de administracibn mediante formulaciones
farmacéuticas que puedan mejorar la distribucion y absorcion de los compuestos
sobre el parasito para obtener su efecto toxico y sobre el organismo para identificar

el efecto nutracéutico.
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CAPITULO XII

13 Conclusiones
v' La fracciéon hexanica mostr6 76.6+9.3% de inhibiciéon de la eclosion de

huevos y 80+9% de efecto letal sobre Ls el extracto en acetato de etilo y
metanadlico mostraron menor efecto letal por debajo del 60% al igual que en
la inhibicién de la eclosion de huevos. Se mostré una CLso 0.5mg/mL y de
1mg/mL para la CLoo.

v' Se plantea la fraccion hexanica de A. cina como un potencial antihelmintico,
ya que tiene eficacia sobre las fases exdgenas del ciclo de vida de H.
contortus.

v Lareunion C2F21-30 obtenida a partir de la columna cromatografica 2 mostré
100% de efecto letal sobre Lz de H. contortus y mostré ser una mezcla de
dos compuestos denominados 3'-Demethoxy-6-O-demethylisoguaiacin que
se encuentra en 63% Yy norisoguaiacina que se encuentra en 36%. El peso
molecular es de 309 y 315m/z respectivamente.

v Se plantea a la fraccion hexanica como potencial antihelmintico en
infecciones naturales ya que reduce la carga parasitaria en cabras
naturalmente infectadas, coadyuva con la reduccion del fenbmeno de alza
posparto e incide en la mejora de otros parametros como FAMACHA® y

condicién corporal.
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ANEXO |

15 Cromatografia en capa fina
La técnica de cromatografia en capa fina se utilizé6 para identificar compuestos

obtenidos de las fracciones obtenidas del extracto de A. cina y se siguio el siguiente

fundamento:

La cromatografia en capa fina es una técnica analitica y rapida para determinar el
grado de pureza de un compuesto, comparar muestras y realizar seguimientos en
una reaccion. La muestra se deposita cerca de un extremo de la lamina de aluminio
que ha sido cubierta con una capa adsorbente (fase estacionaria). La lamina con
las muestras a evaluar se coloca en un recipiente de vidrio cerrado que contiene
uno o varios disolventes mezclados (eluyente o fase mévil). A medida que la mezcla
asciende por capilaridad a través del adsorbente los productos se separan (Facultad
de quimica, 2018).

El orden de elucién de un compuesto se incrementa al aumentar la polaridad de la
fase movil o eluyente. El orden creciente de fuerza del eluyente con los solventes

comuUnmente utilizados esta el

Hexano < tetraclorometano < cloroformo < diclorometano < acetato de etilo <

acetona < 2propanol < metanol < agua (Facultad de quimica, 2018).

La retencidn se puede explicar en base a la competencia que se establece entre el
soluto a separar y la fase movil por adsorberse a los centros activos polares de la
fase estacionaria. Las moléculas del soluto se adsorben en la fase estacionariay a
medida que se produce la elucién van siendo desplazadas por la fase movil. La
retencion y la selectividad en la separacion dependen de los valores de las
constantes de los equilibrios quimicos y dependen de la polaridad del compuesto,

la naturaleza del disolvente (Figura 25).

Para calcular el Rf se utiliza la siguiente férmula:
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Rf=distancia recorrida por el compuesto (X)/ distancia recorrida por el eluyente (Y).

Figura 30. Fraccién hexanica de Artemisia cina y artemisinina en placas de
cromatografia en capa fina fase normal.
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ANEXO I

16 Separacion de compuestos de la fraccion hexanica de A. cina a través de
cromatografia liquida de alta resolucién
Como método para la separacion de compuestos obtenidos a partir de la fraccién

hexanica de A. cina y sus fracciones se utiliz6 cromatografia liquida de alta

resolucion utilizando el método denominado Poco polar en fase movil de agua:

acetonitrilo, con tiempo de retencion como lo muestra el siguiente cuadro.

Cuadro 11. Sistema utilizado en cromatografia liquida para el analisis de muestras
de la fraccion hexanica y reuniones obtenidas a partir de A. cina

Tiempo Flujo % Agua grado HPLC | % Acetonitrilo grado
HPLC

0 0-90 100 0

1 0-90

10 0-90

12 0-90 70 30

15 0-90

16 0-90 50 50

20 0-90

21 0-90 30 70

24 0-90

28 0-90 100 0

30 0-90
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ANEXO IlI

17 . Cromatografia de la columna 1
Se muestran a continuacion las condiciones de la columna cromatografica al vacio
en silice (Cuadro 12).

Cuadro 12. Condiciones de la columna cromatografica al vacio en silice.

Fraccion Sistema: (Hexano: Acetato de etilo)
1-10 100
11-14 98:2
15:19 96:4
20-24 94:6
25-30 92:8
31-35 90:10
36-40 88:12
41-44 86:14
45-50 84:16
51-55 82:18
56-62 80:20
63-67 80:20
68-72 80:20
73-77 80:20
78-81 78:22
82-86 76:24
87-93 74:26
94-103 72:28
104-106 70:30
107-113 68:32
114-119 66:34
120-123 64:36
124-126 62:38
127-129 60:40
130-134 55:45
135-139 50:50
140-144 45:55
145-150 40:60
151-155 35:65
156-160 30:70
161-166 25:75
176-171 20:80
172-176 15:85
177-181 10:90
182-186 5:95
187-191 0:100
- 100- Metanol
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ANEXO IV

18 Técnica de Corticelli-Lai (1963)
La técnica de cultivo larvario e identificacion de las L3z se llevé a cabo mediante la

técnica de Corticelli — Lai descrita a continuacion: La técnica se basa en permitir la
eclosion de huevos a partir de las heces y desarrollar la fase de vida libre in vitro
hasta obtener las Ls . El cultivo larvario debe contar con tres caracteristicas
importantes: humedad, temperatura y oxigenacién. El agua que se utiliza debe ser
libre de cloro asi que puede ser estéril, hervida, filtrada, destilada.

Se utilizan dos cajas de Petri, una de diametro de 10 cm y la otra de cuatro cm, la
caja pequefia contiene la materia fecal, himeda y debe ser removida cada dos dias
hasta completar los siete dias y debe ser puesta dentro de la caja grande la cual
contara con al menos 2 mL de agua, de forma que el agua cubra hasta la mitad de
la caja del centro. La caja pequefia se deja sin tapa y la grande se afiade la tapa
para dar las condiciones de humedad, luego que asegurarse de este procedimiento,
se dejan las cajas en la incubadora a temperatura de 24 a 27°C por siete dias y
posteriormente se destapan las cajas y se recupera el agua de la caja grande, donde
estaran las Ls. Se debe destapar el cultivo cada dos dias maximo para airear el
cultivo y para remover la materia fecal evitando la formacion de hongos que puedan

ser predadores de las Las.

En el caso de requerir Nematodirus sp. El cultivo se debe dejar de 13 a 15 dias.
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ANEXO V

19 Fracciones colectadas a partir de la columna 2

Se observan las fracciones y los pesos obtenidos a partir de la columna 2 de

cromatografia en columna (Cuadro 13).

Cuadro 13. Fracciones y pesos obtenidos a partir de la columna 2 de cromatografia

el vacio en silice.

Fraccién Peso (gramos)
25-28 0.0007
29-30 0.0519
31 0.0004
32 0.0681
33 0.0014
40 0.0207
44-46 0.0008
49-50 0.0015
51-52 0.0009
60-61 0.0008
69-70 0.0007
71-76 0.0019
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ANEXO VI

20 Datos espectrales de H-NMR (600 MHz) y 3C-NMR (150 MHz) de los
compuestos 3'-Demethoxy-6-O-demethylisoguaiacina y norisoguaiacina.

Los datos espectrales de la resonancia magnética de protén (*H) [d H (3, J in Hz)

600 MHz] y carbono (*3C) [6c (8)150MHZz] se muestran en la tabla 13, de la molécula

1y de la molécula 2. Las estructuras moleculares se muestran en la figura 20.

Cuadro 14. Datos espectrales de 'H-NMR (600 MHz) y *C-NMR (150 MHz) 3'-
Demethoxy-6-O-demethylisoguaiacina (1) y norisoguaiacina (2) in CD3OD.

1 1 2 2
POSITION | &4(8, J in Hz) 3¢ (3) 51 (3, Jin Hz) B¢ (3)

600 MHz 150 600 MHz 150
1 3.53(1H, d, 6.2) 51.3 3.53(1H,d,5.1) | 516
2 1.86, s 42.3 1.90 (m) 42.2
3 1.98 (m) 30.7 1.98 (m) 30.9
4a 2.8 (1H, dd, 5.1, 36.1 2.82 (1H, dd, 5.1, | 36.2
B 16.1) 12.8)

2.3 (1H, dd, 6.6, 2.38 (1H, dd, 4.7,

16.1) 16.1)
5 6.51, s 116.2 6.51 (1H, s) 118.1
6 144.5 144.6
7 144.3 144.3
8 6.21, s 118.1 6.34, (1H, s) 116.2
9 130.9 130.9
10 128.6 128.6
11 0.86 (3H, d, 6.2) 16.3 0.88 (3H,d, 5.1) | 16.1
12 0.87 (3H, d, 6.2) 16.3 0.86 (3H, d, 6.2) | 16.4
T 139.9 140.6
2 6.82 (1H, d, 8.4) 131.14 6.57 (1H, br, s) 113.6
3 6.67 (1H, d, 8.4) 115.8 148.7
g 156.3 145.5
5 6.67 (1H, d, 8.4) 115.8 6.68 (1H, d, 7.7) | 115.7
3 6.82 (1H, d, 8.4) 131.14 6.45 (1H, d, br, | 122.9

7.7)

OCHs 3.7 (3H, s) 56.4
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Figura 31. Estructura molecular de 3'-Demethoxy-6-O-demethylisoguaiacina (1) y

norisoguaiacina (2).

11
HO 9
HO 10 : 12
OH
1

3'-Demethoxy-6-0O-
demethylisoguaiacina
(63 %)

11
HO 9
HO 10~ 12
H3CO/
OH
2
Norisoguaiacina
(37 %)
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ANEXO VII

21 Identificacion de Artemisia cina
La planta se identificd por el Quimico farmaco biélogo David Solorzano quien realiza

el control de calidad de laboratorios Hunab.
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