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Resumen:

El problema de la resistencia a los antihelminticos es ampliamente reconocido en la
produccion ovina. Por lo tanto, es necesario integrar nuevos métodos de control contra los
nematodos gastrointestinales (NGI). El objetivo de este estudio fue evaluar la toxicidad de
Artemisia cina 30 CH como un producto homeopético contra Haemonchus contortus en
ensayos in vitro e in vivo; A. cina 30 CH se obtuvo de un laboratorio comercial, y la
confirmacion de la artemisinina como ingrediente clave se realiz6 con espectrometria de
masas. A. cina 30 CH y la molécula registrada como antihelmintica de la artemisinina se
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usaron para inhibir la eclosion del huevo (IEH) y la migracion larval (L3) de H. contortus
(IML). Ademas, tres grupos de 10 corderos infectados naturalmente con NGl se trataron con
A. cina 30 CH y albendazol, y 10 fueron utilizados como control. La infeccion parasitaria se
controld a los 0, 7, 14 y 28 dias post-tratamiento (PT) para determinar el nimero de huevos
por gramo (HPG) y el indice FAMACHA. Los datos in vitro mostraron 100 % de IEH y
64.7 % de IML por A. cina 30 CH, y se observo actividad no letal con la artemisinina. La
toxicidad de A. cina 30 CH contra H. contortus en corderos infectados se observé después de
7 dias de infeccion. La administracion de A. cina 30 CH produjo una reduccion de 69 % de
EPG a los 28 dias PT, similar al albendazol (P<0.05). En conclusion, A. cina 30 CH tuvo la
capacidad de IEH e IML de H. contortus en ensayos in vitro y redujo el nimero de huevos
de H. contortus, que es el nematodo parasito primario en corderos en pastoreo, con lo que se
redujo la infeccion.
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Introduccion

Los nematodos gastrointestinales (NGI), principalmente H. contortus, que es el nematodo
mas frecuente en las regiones tropicales, se encuentran entre los principales patégenos que
reducen la produccion animal®. Durante mucho tiempo, los medicamentos antihelminticos
se han utilizado como el principal método tradicional de control, y solo uno esta en el
mercado®. Sin embargo, el uso inadecuado de este medicamento ha causado problemas de
resistencia en todo el mundo en varias especies de rumiantes®#. La alta prevalencia y la
rapida dispersion de la resistencia antihelmintica han aumentado en los rumiantes
domeésticos, que muestran resistencia a maultiples farmacos antihelminticos en ciertas
regiones®. En México, se han presentado diversos informes sobre NGI y se estan estudiando
otras estrategias de control®®,

El uso de diferentes metodos de control se ha denominado Control Integrado del Parasitos
(CIP)), La estrategia de la mayoria de los estudios es centrarse en el control de nematodos
altamente patégenos, como H. contortus y Teladorsagia, en pequefios rumiantes debido a sus
habitos de alimentacion sanguinea. La rotacidn de la pradera, la seleccion de razas resistentes,
el control biolégico (es decir, hongos nemat6fagos y nematodos depredadores)®, la
desparasitacion selectiva, las vacunas y los derivados de la herbolaria tradicional (esto es,
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productos homeopaticos) se consideran en el CIP®. Sin embargo, se necesitan méas estudios
de métodos alternativos para reducir el HPG y los nematodos adultos durante los
procedimientos de cria®

Los compuestos homeopaticos son sustancias de diferentes origenes, como vegetales o
minerales, que tienen efectos terapéuticos. Los productos homeopéticos se preparan
siguiendo las instrucciones de la Farmacopea Homeopatica>!Y, Por ejemplo, los productos
homeopaéticos obtenidos de plantas se adquieren como extractos etandlicos (generalmente),
y se diluyen en 99 partes de alcohol hasta alcanzar la concentracion deseada (decimal y
centesimal) por debajo del nimero de Avogadro 6.02214 * 10%. De esta forma, los
medicamentos homeopaticos se obtienen con baja inversion y facil extraccion y representan
un método seguro de control®. Recientemente, varios informes sobre el posible uso de
productos homeopaticos con un efecto nematicida han brindado la oportunidad de integrar
A. cina como un nuevo método de control. A. cina es una planta que pertenece a la familia
Asteraceae y contiene artemisinina como metabolito activo®®. Esta planta ha mostrado
propiedades antihelminticas y antipaldicas®®. Por ejemplo, A. cina parece tener un efecto
terapéutico potencial contra los parasitos, pero se requieren mas estudios para determinar si
la especie puede usarse, como un producto homeopatico o en su forma natural, como un
posible antihelmintico contra la NGI. A. cina esta conformada en la concentracion de 30
centesimales hannemanianas (CH) segun lo registrado por la farmacopea homeopética
mexicana (concentracion: 10-60M), que es la que se sugiere administrar en rumiantes. El
objetivo de este estudio fue determinar la eficacia antiparasitaria de un producto homeopatico
basado en A. cina 30 CH en ensayos in vitro e in vivo contra una infeccién natural de
pequefios rumiantes con NGI.

Material y métodos

Localidad

El anélisis por espectrometria de masas se realizd en el laboratorio 5 de la Unidad de
Investigacion Multidisciplinaria; el andlisis in vitro, en los laboratorios 3 y 5 de la Unidad de
Investigacion Multidisciplinaria de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan (FESC),
UNAM, en el Municipio Cuautitlan, Estado de México, y el ensayo in vivo, en un rancho en
el municipio Mixquiahuala, estado de Hidalgo a 2,100 msnm con un clima semiseco, una
temperatura anual de 16.6 ° C y precipitacion pluvial de 500 mm(®
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Identificacion de artemisinina en A. cina 30 CH

Las moléculas de artemisinina se identificaron a partir de productos comerciales de A. cina
30 CH (Millenium Lab, México). Se utilizé cromatografia liquida de ultrarrendimiento con
espectrometria de masas (UPLC / MS) con una columna de fase inversa en modo positivo.
Todas las muestras se realizaron de acuerdo con las siguientes condiciones: velocidad de
cono 70, Sm (Mn 2 * 0.75) y lectura de UPLC / MS de 200 a 300 m/z en el laboratorio 5 de
la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria. La concentracion de A. cina 30 CH fue de
10-%9Mm.

Parasitos

Se recogieron heces positivas para huevos de nematodos parasitos de un cordero donador
previamente infectado con 5,000 huevos de H. contortus L3, una cepa aislada y mantenida en
el FESC, UNAM. Se uso la técnica cuantitativa de McMaster para determinar el nimero de
HPG, y se realizaron técnicas de coprocultivo para recolectar H. contortus Lz a los 21 dias
después de la infeccion (PI). Las larvas se mantuvieron a -20 °C hasta su uso (las larvas
recuperadas del cultivo larvario se criopreservaron en glicerol; para los bioensayos, las larvas
se descongelaron a temperatura ambiente y se verificd 95 % de motilidad).

Bioensayos

Se realizaron dos ensayos in vitro diferentes para determinar la inhibicion de la eclosion del
huevo (IEH) y la inhibicion de la migracion larval (IML)%®). Todas las técnicas se realizaron
con 100 huevos o etapas infecciosas de larvas (Ls) de H. contortus. Para cada ensayo, se
prepararon tres réplicas y se aplicaron cinco tratamientos de la siguiente manera: 1) 20 pL
de A. cina 30 CH (10 M); 2) 100 pl de agua destilada (AD, testigo); 3) 50 mg/ml de
albendazol (ABZ, control) (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EE. UU.), solubilizado con
0.1 mg / ml de dimetil sulfoxido (DMSO); 4) 20 ul de etanol; y 5) 1 mg/ml de artemisinina
(Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EE. UU.).

El IEH se llevé acabo en placas ELISA que se incubaron a 28 °C durante 48 h. La lectura de
IEH se realizé utilizando la solucién de yodo de Lugol, que se agregd a cada envase después
de la incubacion. Se leyo el volumen total de cada envase ELISA para contar el nimero de
H. contortus L1 e IEH activos por envase con un microscopio con aumento de 10 X
(Olympus, modelo CK-2, Japén).
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El IML recibi6é un tratamiento similar al 1EH, excepto que el ABZ fue reemplazado por
levamisol (300 mg / ml). Las larvas también se leyeron usando la solucion de lugol después
de la incubacidn. Se leyo el volumen total por depoésito para determinar el IML.

Ensayos in vivo

Corderos

Treinta corderos de raza Suffolk —16 machos y 14 hembras—, de 3 meses de edad y 20 dias
después del destete, se infectaron naturalmente con NGI. Todos los corderos se mantuvieron
en condiciones semi-estables, pastando en potreros durante el dia y en establos por la noche.
Los corderos fueron alimentados con concentrado comercial y agua a voluntad. No se aplicé
tratamiento antihelmintico a ningin cordero antes del presente estudio. Todos los corderos
fueron positivos para huevos NGI, lo que fue confirmado por las técnicas de McMaster y de
coprocultivo.

Disefio experimental

Antes de los tratamientos, los corderos se aleatorizaron en tres grupos de 10 cada uno con el
apoyo del paquete estadistico StatGraphics Centurion XV. Los tratamientos se disefiaron de
la siguiente manera: el grupo A recibié 1 ml de A. cina 30 CH por cada 5 kg de peso corporal
(PC) por via oral (Millenium Laboratories, México) como una dosis Unica; la concentracion
de A. cina 30 CH fue de 10°%° M.® EI grupo B se trat6 por via oral con ABZ a 7.5 mg / kg
de peso corporal, y el grupo C, sin tratamiento, se utiliz6 como testigo. Se recogieron
muestras fecales y hematoldgicas a 1 dia de pretratamiento (0 dias) y a los 7, 14 y 28 dias de
postratamiento (PT). Ademas, se observaba el color de la mucosa ocular utilizando el indice
FAMACHA.

Analisis estadistico

Las medias de los huevos de H. contortus y las larvas Lz se compararon entre los tratamientos
y los grupos testigo mediante el anélisis ANOVA, complementario con la prueba de Tukey
para identificar las diferencias entre los tratamientos, utilizando el software StatGraphics
Centurion XV. El numero de HPG se transformd en logl0 HPG + 10 para estabilizar la
varianza, y la prueba de diferencia menos significativa (DMS) se aplico utilizando el software
StatGraphics Centurion XV con un disefio completamente al azar que consideré mediciones
repetidas a lo largo del tiempo y el tratamiento. Las diferencias con P<0.05 se consideraron
significativas.
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Nota ética

El manejo de los corderos se realizo de acuerdo con el Reglamento del Comité Institucional
para el Cuidado y Uso de Animales Experimentales de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan-UNAM (CICUAE- FESC- UNAM) y esta autorizado por el Protocolo No. DC-
2014-14.

Resultados

Identificacion de la artemisinina en A. cina 30 CH

El analisis de espectrofotometria de masas mostré moléculas de artemisinina en los productos
comerciales de A. cina 30 CH utilizados en el presente estudio. El analisis cromatografico de
A. cina 30 CH se realiz6 para comparar el perfil de los productos comerciales con el reactivo
de artemisinina puro. La Figura 1 a-b mostré moléculas de artemisinina correspondientes a
A. cina 30 CH y el reactivo de artemisinina puro con 279.20 m/z.

Figura la-b: Analisis de espectrofotometria de masas de reactivo puro (a) y A. cina 30 CH
(b), que muestran similitudes entre 283 y 290 m/z
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Ensayos in vitro

IEH. Los datos obtenidos de la evaluacién de A. cina 30 CH mostraron 100 % de IEH de H.
contortus A. cina después de 48 h; Este resultado fue seguido por el tratamiento ABZ, con
93 %. En contraste, no se observé IEH de H. contortus con 80 % de etanol, el reactivo de
artemisinina puro y los tratamientos DW no mostraron efecto (Figura 2).

Figura 2: Inhibicion de ensayos de eclosién de huevos contra huevos de Haemonchus
contortus expuestos con Artemisia cina 30 CH y tratamientos con albendazol y testigos
(artemisinina, agua y metanol)
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IML. La A. cina 30 CH mostrd una inhibicion de la migracion del 65,7% de las larvas
infecciosas de H. contortus. Se observaron diferentes resultados con el reactivo de
artemisinina puro usado a 0.1 y 1 mg/ml con DW y etanol, con todos los grupos tratados que
muestran una migracion larval del 100 %, lo que indica que no se observé inhibicion en los
grupos testigo. EI levamisol utilizado como antihelmintico mostré una eficacia letal del
100 % contra las larvas; por lo tanto, no se observé migracion (Cuadro 1).

Cuadro 1: Porcentaje de inhibicién de la migracion larval (IML) contra Haemonchus
contortus L3 (X£SE)

Tratamientos Migracion (%)
Artemisia cina 30 CH 35.0+8.1
Levamisol (300 mg/ml) 0
Agua 920+124
Etanol 80% 86.6 + 11.5

Eficacia nematicida de Artemisia cina

La infeccion natural con NGI en corderos en pastoreo mostrd dos especies principales de
NGI: H. contortus (75 %) y T. circumcincta (25 %). Los corderos infectados para todos los
grupos mostraron una media de aproximadamente 2,000 HPG antes del tratamiento (d-0). A
través de los siguientes periodos, se observaron diferencias significativas en la reduccién de
HPG a los 7 y 14 d PT (P<0.05) (Figura 3). Ademas, también se identificaron diferencias
significativas entre los grupos A (A. cina 30 CH) y B (ABZ) en comparacion con el grupo C
(testigo, P<0.05) a los 7 dias.

Figura 3: Huevos por gramo observado a -7, 0, 7, 14 y 28 dias después del tratamiento de
corderos infectados naturalmente con nematodos gastrointestinales * (P<0.05)
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Tarjeta de indice de FAMACHA. Para todos los grupos, se determind que el indice de la
tarjeta FAMACHA era de 3.0 a 5.0 en el estudio in vivo. Los valores de FAMACHA fueron
variables para todos los grupos. Se observaron diferencias importantes a los 14 y 28 d PT
para los tratamientos de A. cina 30 CH y ABZ (Cuadro 2).

Cuadro 2: indice FAMACHA de corderos infectados naturalmente con nematodos
gastrointestinales y que recibieron Artemisia cina 30 CH o albendazol

Dias post-tratamiento
Tratamiento 0 7 14 28 p

Aremisiacina30 55,0130 40+044% 304052 20+031°% 044

CH
Albendazol 50+0.26° 3.0+0.21"® 20+0.30% 1.0+0.22°4 0.19
Testigo 3.0+025° 20+0.29% 1.0+020” 3.0+0.71°® 0.62

Las letras mindsculas iguales no tienen significacion estadistica y las letras minusculas diferentes tienen
diferencias estadisticas dentro del grupo (P <0.05). Las letras mayusculas iguales no tienen significacion
estadistica y las letras mayusculas diferentes tienen diferencias estadisticas entre grupos (P<0.05).

Discusion

A. cina tiene compuestos quimicos, como los terpenoides, que proporcionan actividad
insecticida contra la capacidad reproductiva y causan estrés antioxidante en los
patogenos’1819)  En los ultimos afios, resultados importantes identificaron que la
artemisinina tiene un posible efecto antihelmintico®. Por ejemplo, Akkari et al.?
informaron una dosis letal (DL) de Artemisia campestris de 0.8 mg / mL contra H. contortus
cuando se usa un extracto etandlico. En el presente estudio, A. cina 30 CH mostr6 100 % de
IEH de H. contortus, ademas de eficacia para disminuir la migracion larval, resultados
similares a los consignados por otros®?. Bashtar et al.??) describieron el extracto etandlico
de A. cina como eficaz contra el cestodo Moniezia. Ademas, el presente estudio tuvo 64.7 %
de IML de H. contortus usando A. cina 30 CH. Se informo una reduccion en la tasa de larvas
en ratas infectadas con el nematodo Trichinella spiralis cuando las ratas fueron tratadas con
A. cina 30 CH, Podophyllum 0 y Santoninun 30 CH (productos homeopaticos) en 68.14%,
84.10 y 81.20 % respectivamente.®)

Por el contrario, se utilizo reactivo puro de artemisinina como control, y no se observo
inhibicidn de la eclosion en huevos ni inhibicion de en larvas. Estos resultados sugieren que
la ausencia de actividad podria haber sido producida por la conformacion quimica de A. cina
30 CH, y un solvente que utilizaba compuestos con hidrégenos y anillos de fenilo,
permitiendo asi un cambio rapido en la conformacion.
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Con respecto a la infeccion natural con NGI y los tratamientos de A. cina 30 CH aplicados
después de 2 semanas, el ABZ y A. cina 30 CH mostraron diferencias significativas (P<0.05)
en las reducciones en el numero de HPG. Estos hallazgos fueron similares a los reportados
por Bashtar et al®® quienes encontraron una reduccion de los proglétidos de Moniezia sp.
en animales tratados con A. cina. Sin embargo, se requieren mas estudios para confirmar el
posible efecto antihelmintico de A. cina 30 CH contra las etapas de nematodos usando
artemisinina de plantas nativas.

Los tratamientos con A. cina 30 CH y ABZ contra la infeccion natural mejoraron los valores
de FAMACHA derivados del habito de alimentacion de sangre de H. contortus a los 7 y 14
dias después de la administracion (P<0.05). Cala et al®¥ encontraron resultados similares,
con el apoyo de la artemisinina como un posible metabolito nematicida después de la
infeccion. Demeler et al®® mostraron que la anemia causada por la infeccion por H. contortus
en corderos tratados con ABZ mostrd eficacia nematicida. Una revision realizada por
Kerboeuf et al®) sugiere que la actividad de los flavonoides en la estructura y el blanco
celular es similar al efecto antioxidante causado por la artemisinina. Aunque se desconoce el
mecanismo de accion antihelmintico de A. cina, se necesita la determinacion de este
mecanismo para su aplicacion a los nematodos que infectan a los huéspedes. Se demostro la
estabilidad de la artemisinina en el rumen, que era detectable en muestras de sangre a 33 mg
de artemisinina/kg de peso corporal®®. El estudio de A. cina 30 CH mostrd la participacion
del farmaco como un antihelmintico, y debe considerarse como un posible método para su
uso en el control de los parésitos nematodos.

Conclusiones e implicaciones

La A. cina 30 CH tuvo eficacia antihelmintica contra la eclosion del huevo de H. contortus
durante la infeccion natural. EI indice FAMACHA sugiere una reduccion de la actividad de
los nematodos después del tratamiento con A. cina 30 CH y ABZ. Ademas, este producto
demostro la inhibicion de la eclosion del huevo y la migracion larval, lo que indica su posible
efecto antihelmintico. Para optimizar el uso de este compuesto homeopatico, se debe
determinar el mecanismo de su accion.
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