A

https://doi.org/10.22319/rmcp.v15i3.6468

Nota de investigacion

Acidos grasos y terpenos del extracto metandlico de Artemisia cina como
posibles responsables del efecto ovicida sobre Haemonchus contortus

Luis David Arango-De la Pava ?
Héctor Alejandro De la Cruz-Cruz?
Jorge Alfredo Cuéllar-Ordaz ?
Alejandro Zamilpa ®

Manasés Gonzalez-Cortazar
Maria Eugenia Lopez-Arellano ©
Rosa Isabel Higuera-Piedrahita ®*

Raquel Lopez-Arellano &

2 Universidad Nacional Auténoma de México. Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.
Estado de México, México.

b Instituto Mexicano del Seguro Social. Centro de Investigacion Biomédica del Sur.
Xochitepec, Morelos, México.

¢ Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). Centro
Nacional de Investigacion Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad. Laboratorio de
Helmintologia. Morelos, México.

*Autor de correspondencia: lopezar@unam.mx; rhigueraO5@comunidad.unam.mx

Resumen:

Haemonchus contortus es un nematodo hemat6fago con alta tasa de reproduccion,
considerado como el principal problema en pequefios rumiantes en pastoreo. Por tanto, se
buscan alternativas de tratamiento con base en el uso de los extractos vegetales. El objetivo
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de este estudio fue evaluar la actividad ovicida de Artemisia cina contra el paréasito
Haemonchus contortus y caracterizar quimicamente el extracto con mayor actividad
bioldgica a través de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-MS).
La obtencion de los extractos a evaluar, se realizé con la técnica de maceracion utilizando
metanol, acetato de etilo y n-hexano. Los extractos se llevaron a sequedad total y se
desafiaron frente a los huevos de H. contortus utilizando la técnica de inhibicion de la
eclosion de huevos descrita por la Asociacion Mundial para el Avance de la Parasitologia
Veterinaria (WAAVP, por sus siglas en inglés). El extracto metandlico (EM) mostro el
100 % de actividad ovicida a una concentracion de 4.25 mg/ml, siendo el mas activo a una
baja concentracion, por tanto se caracterizé con CG-MS. EL EM posee principalmente acidos
grasos y terpenos; de ellos, el acido hexadecanoico y el 2-[4-metil-6-(2,6,6-trimetilciclohex-
1-enil) exa-1,3,5-trienil][ciclohex]-1-en-carboxialdehido. Los compuestos caracterizados
han mostrado actividad antihelmintica previamente reportada, por lo que la actividad ovicida
puede estar asociada a estos. En conclusion, el extracto metanolico de A. cina tuvo una mayor
actividad ovicida a bajas concentraciones, esto se debe probablemente a la presencia de
acidos grasos y terpenos.

Palabras clave: Artemisia cina, Haemonchus contortus, Eclosion huevos, Antihelmintico.

Recibido: 18/05/2023

Aceptado: 02/10/2023

La infeccion por Haemonchus contortus es uno de los mayores desafios que enfrenta la
produccion de ovinos y caprinos en todo el mundo. Este parasito nematodo es altamente
virulento y tiene un gran impacto econémico debido a la pérdida de produccion y la necesidad
de controlar la infeccion®.

La resistencia a los antihelminticos utilizados cominmente ha sido un problema creciente en
la lucha contra H. contortus®. Aunque las opciones para el manejo sostenible como las que
contempla el control integrado de parasitos son una fuerte alternativa, aln se requieren mas
estudios que validen los métodos y coadyuven a la reduccion de resistencia o la proteccion
de las moléculas presentes en el mercado®.

La respuesta inmune del hospedador ante la presencia de H. contortus es un factor clave para
contrarrestar la infeccién, de tal forma que permite clasificar a los individuos del rebafio en
animales resistentes, resilientes o susceptibles. La resistencia se asocia a una nula carga
parasitaria y bajo impacto sobre los parametros productivos del rebafio®. Sin embargo, los
individuos susceptibles, que en ocasiones son menor numero, pero que se ven severamente
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afectados por el dafio de las nematodosis requieren tratamientos frecuentes, induciendo a
problemas por resistencia antihelmintica. Por ello, es necesario la identificacion de nuevas
moléculas con potencial antiparasitario®.

La identificacion de nuevas moléculas y compuestos que tienen actividad contra parasitos es
un area en constante evolucién. Se ha demostrado que algunas plantas tienen propiedades
antinelminticas, incluyendo efectos contra H. contortus®. Actualmente el control
antiparasitario debe centrarse en estrategias sostenibles y sustentables que tengan el menor
impacto posible para el ambiente, ademas de disminuir la presion a las cepas de nematodos
en constante mutacion y seleccion a genes asociados a la resistencia. Los esfuerzos deben
orientarse a buscar compuestos que puedan causar dafio al parésito, reduciendo sus
poblaciones o incluso revirtiendo la sobreexpresion de genes responsables de la resistencia
antihelmintica®.

El género Artemisia contiene diferentes especies con actividad antihelmintica comprobada,
entre ellas A. cina que se ha utilizado en la medicina tradicional como antiparasitario junto
con plantas de su misma especie, tienen grandes efectos sobre parasitos intracelulares,
nematodos o incluso cestodo (.

El género Artemisia biosintetiza diferentes metabolitos secundarios como: sesquiterpenos,
diterpenos, esteroles, fenoxicromenos, fenilpropanos, flavonoides, cumarinas,
isofenilcumarina, acido cafeoilquinico, acetilenos y lignanos que son los responsables de la
actividad antihelmintica®. Dentro de las moléculas con actividad antiparasitaria reportada se
encuentran artemisinina, santonina, norisoguaicina y 3'-demetoxi-6-O-dimetilisoguaiacina®
1D: otros autores como Sakipova et al® han reportado la presencia de artemisinina y
santonina®. Artemisia cina demuestra ser una planta con un alto potencial antihelmintico
sobre nematodos y cestodos de importancia veterinaria®!?. El objetivo de este estudio fue
evaluar la actividad ovicida de Artemisia cina contra el parasito Haemonchus contortus y
proponer las estructuras de las moléculas volatiles mayoritarias del extracto con mayor
actividad antihelmintica a través de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de
masas.

Material vegetal: Las partes aéreas previamente secas y molidas de Artemisia cina en estado
de prefloracion (40 a 60 cm de altura) fueron proporcionadas por laboratorios Hunab®,
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 con nimero de voucher No.
11967 fue identificada como Artemisia cina por Dr. Alejandro Torres-Montufar del herbario
de FES Cuautitlan, Cuautitlan, Estado de Mexico.

Obtencion del extracto vegetal: Se utilizaron muestras de 1 kg aproximadamente de material
vegetal para realizar la extraccion en solvente por medio de maceracion por 72 h a
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temperatura ambiente, utilizando metanol, acetato de etilo y n-hexano para obtener extractos
de alta, mediana y baja polaridad respectivamente. Pasado el tiempo de maceracion, se filtro
usando gasa, algodon y papel filtro (Whatman® #4). El filtrado resultante fue concentrado a
presion reducida a 40 °C y 100 rpm en un rotavapor DLAB RE-100 Pro®. El extracto
resultante se seco al vacio y almacenado en un desecador a presion, reducida hasta su uso.

Andlisis cromatografico en capa fina (TLC): Se utilizaron cromatofolios de aluminio
Merck® con las siguientes condiciones silica gel 60 F254. La fase mévil que se utiliz6 para
realizar la elucion de los extractos fue 5:5 n-hexano:acetato de etilo. Para cada carril, se
aplicaron 15 pl de una solucion de 16 mg/ml de cada uno los extractos y la referencia, por
tanto, la mayor intensidad de las bandas corresponde a una mayor concentracion. La
referencia, fue el extracto de n-hexano reportado por Higuera Piedrahita et al(21), del cual
se encuentra reportada la actividad antihelmintica de A. cina sobre huevos de Haemonchus
contortus. Las placas de cromatografia fueron revisadas a dos longitudes de onda (254 y 365
nm) antes de su revelado con sulfato cérico. Se calculé el factor de retencion (RrF) con la
siguiente ecuacion:

Distancia recorrida del soluto (1)

Distancia recorrida del disolviente

Inhibicion de la eclosién de huevos (IEH): Los huevos de Haemonchus contortus se
obtuvieron de la cepa aislada y mantenida en la FES Cuautitlan. La IEH se realiz6 en placas
ELISA de 96-pozos, el protocolo que se utilizo fue el reportado por Coles et al® en donde
se utilizaron 100 huevos por pozo con cuatro repeticiones, los huevos expuestos a los
tratamientos se incubaron en camara himeda durante 48 h previo a su lectura. La lectura de
IEH se realiz6 utilizando una solucién de yodo-lugol, que se agreg6 a cada pozo después de
la incubacion. EI numero de huevos sin eclosionar (muertos y larvados) y las larvas 1 fueron
contabilizados para determinar el porcentaje de inhibicion de la eclosion de huevos utilizando
un microscopio con aumento de 10 X (Olympus, modelo CK-2, Japon®). Como control
positivo se uso ivermectina (5 mg/ml) y agua como control negativo. Las fotografias se
tomaron en el objetivo de 40X, utilizando una cAmara CMOS HK-10 y el software ISCapture
V3.6.6

Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS): Los componentes
volatiles presentes en el extracto crudo de mayor actividad en la inhibicion de la eclosion de
huevos de H. contortus, se analizaron por GC-MS utilizando un cromatografo de gases HP
Agilent Technologies 6890 acoplado a un detector de masas cuadrupolo MSD 5973 (HP
Agilent) y una columna capilar HP-5 MS. (longitud: 30 m; didmetro interior: 0.25 mm;
espesor de pelicula: 0.25 pM). Se ajusto un flujo constante de helio como gas portador a la
columnaa 1 ml/min. La temperatura de entrada se fijé en 250 °C, mientras que la temperatura
del horno se mantuvo inicialmente a 40 °C durante 1 min y se aumenté a 280 °C a intervalos
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de 10 °C/min. El espectrometro de masas se utilizo en modo de impacto de electrones
positivos con una energia de ionizacion de 70 eV. La deteccion se realizd en modo de
monitorizacidn selectiva de iones. Las sefiales se identificaron y cuantificaron utilizando
iones objetivo. Los compuestos se identificaron comparando sus espectros de masas con la
biblioteca NIST versién 1.7a. Los porcentajes relativos se determinaron integrando las
sefiales utilizando el software GC Chem Station, version C.00.01. La composicion se informo
como un porcentaje del area total de la sefal.

Analisis estadistico: se realizaron tres repeticiones por duplicado de cada extracto. Se
calcularon las CLso y CLgo por medio de un andlisis PROBIT, utilizando el software SAS
9.0. Se obtuvo el promedio y error estandar de la media para cada extracto, se realizé una
comparacion maltiple de medias de Tukey al 95% de confianza por medio del programa
Statgraphics.

La extraccion por polaridad de los extractos de Artemisia cina permitieron obtener los
siguientes porcentajes de rendimiento: el extracto de metanol (EM) present6 un porcentaje
de rendimiento de 4.1 %, el de acetato de etilo (EA) 3.86 % y el extracto de n-hexano (EH)
1.09 %. Siendo el EM el que presentd el mayor rendimiento, seguido del EA y EH
respectivamente.

En la comparacion del perfil quimico de los diferentes extractos por medio de cromatografia
en capa fina (TLC), se utilizd un sistema n-hexano:acetato de etilo (5:5), el cual permitio la
separacion de un mayor numero de bandas con respecto a otros sistemas. En ese sistema se
pudo observar la diferencia del perfil quimico de cada uno de los extractos, donde el EH
presenta la mayor concentracion de compuestos entre los factores de retencion (Rr) 0.5y 1.0,
el EA entre 0.4y 0.7 y el EM en 0.0. De acuerdo al Rr e intensidad de las bandas, los
compuestos presentes en el EH son principalmente de baja polaridad, los del EA son de
mediana polaridad y los del EM de mayor polaridad con respecto a los demas extractos
(Figura 1). Los extractos resultantes fueron obtenidos por medio de una maceracion simple
usando diferente material vegetal para cada solvente evitando extracciones exhaustivas.
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Figura 1: Cromatografia en capa fina de referencia (R), los extractos de n-hexano (EH),
acetato de etilo (EA) y metanol (EM) y Fase mdvil:n-hexano:acetato de etilo 5:5, revelador:
sulfato cérico

Sulfato cérico 254 nm 365 nm
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Una vez observada la diferencia en la composicién quimica de los tres extractos, se evalud
la inhibicion de la eclosion de huevos de H. contortus. En donde se observo una relacion
dosis-respuesta (Figura 2) en la IEH, lo que permitid utilizar el anlisis Probit para calcular
la CLso y CLgo de los tres extractos.

Figura 2: Concentraciones letales CLso y CLoo requeridas para inhibir la eclosion de
huevos de H. contortus después de 48 h de incubacién con un extracto metanoélico de
Artemisia cina determinado por analisis PROBIT
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El EM presentd la mayor IEH (CLso 1.26 mg/mly CLoo 2.46 mg/ml), > seguida del EA (CLso
2.42 mg/ml y CLgo 3.80 mg/ml) y > el EH (CLso0 3.08 mg/ml y CLgo 3.84 mg/ml). Es decir,

que se observéd un mayor efecto de EIH a medida que aumento la polaridad de los extractos
(Cuadro 1).
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Cuadro 1: Porcentaje de inhibicién de la eclosion de huevos de Haemonchus contortus
expuestos a los extractos n-hexanico, acetato de etilo y metandlico de Artemisia cina

Tratamiento CL,, (mg/ml) CL,, (mg/ml)
n- hexano 3.08 (2.96 — 3.18)" 3.84 (3.70 — 4.07)"
Acetato de etilo 242 (227 -2.55) 3.80 (3.64 — 4.10)"
Metanol 1.26 (1.18 — 1.34)¢ 2.46 (2.32 - 2.66)"

a [ etras iguales indican no diferencia significativa entre grupos. Duncan 0<0.05.

Se tomaron fotografias de los huevos observados en el microscopio a 40X sometidos al EM,
y se observd inhibicién de la eclosién en el tratamiento con ivermectina y huevos larvados
en el tratamiento con extracto metandlico (Figura 3). En la figura a se muestra un huevo
morulado expuesto a agua destilada sin dafio, antes de las 48 h de exposicion a los
tratamientos. Cabe aclarar que, a las 48 h, los huevos expuestos a agua destilada se
convirtieron en larvas 1.

Figura 3: Huevos de Haemonchus contortus observados a 40X en diferentes condiciones:
a) control negativo con agua; b) control positivo de ivermectina (5 mg/ml); ¢) extracto
metandlico de Artemisia cina a 2.46 mg/ml luego de 48 h post-exposicion

- e ~

a) b) )

El EM mostro la mayor inhibicion de la eclosion de huevos a concentraciones menores con
respecto a los otros extractos. Por tanto, se determinaron los compuestos volatiles
mayoritarios del EM a través CG-MS, y se propusieron de acuerdo con el patréon de
fragmentacion la estructura de los compuestos mayoritarios, los cuales se compararon con la
biblioteca NIST. Teniendo en cuenta lo anterior, se proponen alrededor de 15 compuestos
volatiles diferentes, de los cuales tres son &cidos grasos y 12 terpenos (Cuadro 2).
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Cuadro 2: Compuestos volatiles presentes en el extracto metandlico de Artemisia cina

Compuesto Tiempo de Nombre Peso % de Tipo de
retencion molecular  area compuesto
(min)
(m/z)
@ 9.20 4H-Piran-4-ona, 2,3-dihidro- 144 8.376  Hemiterpeno
3,5 dihidroxi-6-metil.
2 11.85 Dihidro aromadendreno 202 1519  Sesquiterpeno
biciclico
(3) 12.85 Cariofileno 204 0.891  Sesquiterpeno
biciclico
(@) 14.91 Oxido de cariofileno 220 9.601  Sesquiterpeno
biciclico
5) 16.80 Espatulenol 220 5.256  Sesquiterpeno
biciclico
(6) 17.54 (-) Espatulenol 220 8.552  Sesquiterpeno
biciclico
@) 10.80 Platambina 238 2.794  Sesquiterpeno
biciclico
(8) 18.94 Acido hexadecanoico 256 19.185  Acido graso
saturado
9 20.241 Fitol 296 3.691 Diterpeno
lineal
(10) 20.55 9-12 Acido octadecanoico 290 8.463  Acido graso
(Z,2) insaturado
(11) 20.63 9-12-15 Metil éster del acido 292 9.736  Acido graso
octadecatrienoico (Z,2,2) insaturado
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(12)

(13)

(14)

(15)

21.390 Azuleno [6,5-b] furan -2,5-
diona, decahidro-4a,8
dimetil-3-metileno, [3aR-
(3aa, 4ap, 7aa, 8B, 9aa)]

23.07 2-[4-metil-6-(2,6,6-
trimetilciclohex1-enil) exa-
1,3,5-trienil][ciclohex-1-en-

carboxialdehido

23.42 Espiro [7TH-
ciclohepta[b]furan 7,2°(5H’)-
furan]-2,5’(3H)-diona,
octahidro-8-hidroxi-6,8-
dimetil-3-metileno, [3aS-
(3aa, 6B, 7a, 8a,8a0)]

25.77 Azuleno [6,5-b] furan -2,5-
diona, decahidro-4a,8
dimetil-3-metileno, [3aR-
(3aa, 4ap, 7aa, 8B, 9aa)]

248

280

280

248

1.497

13.677

2.772

3.989

Sesquiterpeno
lactonico

Diterpeno
biciclico

Sesquiterpeno
lactonico

Sesquiterpeno
lacténico

De manera general, los compuestos volatiles del EM son principalmente terpenos y algunos
acidos grasos, siendo los sesquiterpenos los de mayor diversidad quimica. En la Figura 4 se
pueden observar siete compuestos que de acuerdo con el porcentaje del area bajo la curva del
total de compuestos (> 8 %), podrian considerarse cComo mayoritarios. De acuerdo al patron
de fragmentacion de los siete compuestos volatiles mayoritarios del EM de Artemisia cina,
las estructuras propuestas se muestran en el Cuadro 3.
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Figura 4: Cromatograma de CG-MS de los compuestos quimicos presentes en el extracto
metanolico de Artemisia cina
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Cuadro 3: Compuestos volatiles mayoritarios del extracto metandélico de Artemisia cina
determinados a través de CG-MS

Compuesto TR Estructura propuesta
Q) 9.20 i
HO. OH
(@)
4) 14.92 i
(6) 17.54
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(8) 18.94 OW

(10) 20.55 °Y\/\/\/\/\/\/\/\/

(11) 20.63 i

(13) 23.07 M
S S S S

TR=tiempo de retencién (min).

De acuerdo al Cuadro 2, los posibles compuestos volatiles mayoritarios son terpenos y acidos
grasos. De los terpenos, estdn presentes: el compuesto (1) un hemiterpeno, (4) un
sesquiterpeno biciclico y (6) triciclico, (13) un diterpeno biciclico. De los acidos grasos: (8)
un acido graso saturado, (10) &cido graso instaurado y (11) instaurado y esterificado. El &cido
hexadecandico (8) es el mas abundante en el EM, seguido del 2-[4-metil-6-(2,6,6-
trimetilciclohex-1-enil) hexa-1,3,5-trienil][ciclohex-1-en-carboxialdehido (13).

La inhibicion de la eclosion de huevos (IEH) del EM se puede atribuir a la presencia de acidos
grasos saturados e insaturados como el &cido hexadecanoico el cual es el mas abundante en
el EM de Artemisia cina. Pineda-Alegria et al®®, evaluaron el &cido pentadecanoico
CH3(CH2)13COOH), é&cido hexadecanoico CH3(CH2)12COOH) (8) y écido estearico
(CH3(CH2)16COOH), y encontraron un aumento de la IEH al aumentar el nimero de carbonos
de los &cidos grasos insaturados, siendo los mas activos el palmitico y estearico a una dosis
de 20 mg/ml, donde obtuvieron el 100 % de IEH de H. contortus. Teniendo en cuenta que el
EM present6 CLaoo en la IEH de 4.25 mg/ml y que uno de sus compuestos mayoritarios es el
acido hexadecanoico, se podria pensar que existe un sinergismo con los demas compuestos
quimicos presentes en EM. Por la naturaleza de estos &cidos grasos podrian ser los
potenciales compuestos con actividad ovicida del EM.

La presencia de metabolitos secundarios en las plantas es consecuencia de la interaccién de
éstas con el medio que la rodea. Estas interacciones son propias de los factores bidticos y
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abioticos del lugar donde se encuentre la planta. Respecto al perfil fitoquimico del EM de A.
cina utilizado en este estudio y a la concentracion, es respuesta a las condiciones controladas
del cultivo, ya que el material vegetal fue obtenido de un invernadero®®,

El EM de A. cina posee un alto contenido de terpenos los cuales se han reportado a su vez
con una alta actividad ovicida de nematodos gastroentéricos de rumiantes. Estos terpenos son
el oxido de cariofileno (3) y espatulenol (5), los cuales hacen parte de los compuestos
mayoritarios (15.4 % y 5.1 % respectivamente) del aceite esencial de Achyrocline
satureioides®, los cuales tienen una ECso de 10.42 mg/ml en la IEH sobre H. contortus. En
comparacion con el CEso de 1.42 mg/ml en la IEH del EM de Artemisia cina, en el cual esta
presente (3) y (5) en 9.60 % y 5.25 %.

Teniendo en cuenta lo anterior, se plantea como hipotesis que los &cidos grasos y terpenos
tienen diferente mecanismo de accion y podrian estar trabajando en conjunto, generando asi
una interaccion farmacodinamica™®, en este caso un sinergismo. El sinergismo se presenta
cuando el efecto o respuesta de la mezcla es mayor que la suma de la combinacion de los
farmacos por separado®®. Aunque no es comun encontrar interacciones farmacoldgicas entre
compuestos quimicos, es deseable encontrar sinergismos entre los mismos, ya que podrian
ser la base para implementar una terapia de combinacion de farmacos, lo que podria reducir
los efectos secundarios que normalmente se presentan en la monoterapia de
medicamentos®”, lo cual podria ser una excelente alternativa al uso de antihelminticos,
debido a la resistencia que se presenta actualmente. Ya que una particularidad de los
metabolitos secundarios, es que son multiblanco debido a la presencia de diferentes grupos
funcionales™®. Este efecto sinérgico debe ser comprobado en futuros trabajos.

Aunque los terpenos y acidos grasos son comunes para el género Artemisia, en la planta A.
cina solo se ha reportado la presencia de santonina, pectolinarigenina®®, 3'-demetoxi-6-O-
demetilisoguaiacina, norisoiguacina®®, artemisinina y derivados®?. Por tanto, este trabajo
reporta la presencia de tres acidos grasos y doce terpenos diferentes a la artemisinina en A.
cina de los cuales no se tiene reporte. La actividad antihelmintica de A. cina se le ha
adjudicado principalmente al extracto n-hexanico®®2Y, para el caso especifico de la IEH se
encontré que la actividad aumenta conforme la polaridad de los extractos incrementa, por lo
que abre una nueva perspectiva para disefiar un fitomedicamento con efecto antihelmintico.

Todos los extractos evaluados de Artemisia cina presentaron actividad inhibitoria de eclosion
de huevos de Haemonchus contortus, siendo el extracto metandlico (EM) el que present6
mayor actividad. EI EM contiene 15 compuestos volatiles diferentes, de los cuales tres son
acidos grasos y 12 terpenos. Siendo el &cido hexadecanoico y el 2-[4-metil-6-(2,6,6-
trimetilciclohex-1-enil) hexa-1,3,5-trienil][ciclohex-1-en-carboxialdehido los compuestos
mayoritarios, de los cuales se presume son los responsables de la actividad ovicida.
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