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Resumen.

El parasito Haemonchus contortus es el principal nematodo en las infecciones
gastrointestinales en clima tropical y subtropical, tiene una alta prevalencia y
virulencia en ovinos y caprinos. Sin embargo, hay muchos informes sobre la
resistencia de parasitos a los medicamentos antihelminticos, representando un
gran problema econdémico para la ovinocultura y se crea la necesidad de nuevas
estrategias para su control. El uso de las plantas medicinales con efecto
antihelmintico surge como un campo de estudio. El objetivo del trabajo fue evaluar
el efecto antihelmintico de la fraccibn hexanica, acetato de etilo y metandlica
obtenida a partir del extracto etandlico de Artemisia cina en jerbos (Meriones
unguiculatus) infectados experimentalmente con Haemonchus contortus. Se
utilizaron jerbos de 21 dias de edad, se inmunosuprimieron con dexametasona a
una dosis de 0.5mg/kg de peso vivo y se infectaron con aproximadamente 10,000
larvas tres (L3) de H. contortus desenvainadas, posteriormente se trataron cuatro
de los cinco grupos con lo siguiente: fraccion hexanica de A. cina 4mg/kg PV

(grupo 1); fraccion de metandlica de A. cina 4mg/kg PV; fraccién de acetato de



etilo de A. cina 4mg/kg PV (grupo 3); ivermectina al 1% (control positivo)
0.02mg/kg PV (grupo 4); el quinto grupo actio como grupo testigo el cual no se
tratd. Los resultados obtenidos permitieron establecer el porcentaje de asociacion
al tejido y reduccioén de larva cuatro (L4) encontradas en el estbmago del jerbo. El
porcentaje de reduccion del grupo tratado con la fraccion hexénica y el grupo
tratado con ivermectina tuvo 95.4% y 99.2% respectivamente comparado con el
control negativo, observando que entre el grupo tratado con la fraccion hexanica y
el control negativo tuvo una diferencia significativa (p<0.05) y con el grupo tratado
con ivermectina no existe diferencia significativa (p>0.05) lo que indica que la
fraccion hexanica tiene un efecto nematicida comparandola con un antihelmintico
de referencia, con respecto a las fracciones de metanol y acetato de etilo no
tuvieron reduccion lo cual no tuvo diferencia significativa (p>0.05) con el grupo
testigo. Se concluye que la fraccion hexanica de A. cina tiene efecto
antihelmintico, sin embargo, se hace necesario realizar mas estudios y determinar

la molécula o moléculas activas responsables de la actividad.

Introduccion.

Las infecciones causadas por nematodos gastrointestinales tienen un impacto
significativo en la produccion de ovinos y caprinos; considerada una enfermedad
multi-etiolégica ocasionada por la accidén conjunta de varios géneros y especies de
pardsitos, que comparten los bovinos, ovino y caprinos, debido a ello se considera
un complejo parasitario causante de un sindrome de mala absorcion y digestion.
Entre los agentes etioldgicos, Haemonchus contortus (o gusano en forma de “palo
de barberia”), causante de la hemoncosis, es considerado el principal nematodo
involucrado en las parasitosis gastrointestinales, principalmente en animales
criados en clima tropical y subtropical, donde su prevalencia es elevada y causa
efectos negativos sobre la produccion y salud (Muiioz y col.,, 2015; Grandoy
col., 2016), por mucho, es el parasito mas virulento de los pequefios rumiantes;
por sus habitos hematéfagos (Cuéllar, 2009), se considera el nematodo
gastroentérico mas importante de los ovinos en México y otras regiones del mundo
(Mufioz y col., 2015; Goncalves, 2017).



Ciclo biolégico de Haemonchus contortus.

El ciclo biolégico de H. contortus es directo, se divide en una fase exdgena y otra
enddgena; en la fase exdgena, los huevos son excretados por las heces y
después de un par de dias, se forma y eclosiona la larva 1 (L;) que muda a larva 2
(L2), ambas permanecen en las heces, alimentandose de la materia organica y
microorganismos presentes en las mismas. La L, muda para dar lugar el estadio
infectante, la larva 3 (Ls3), conservando la cuticula del estadio anterior que cubre
completamente la larva en modo de vaina, aislandola del medio externo (Soulshy,
1988).

Después de que se han desarrollado las L3 migra de manera vertical sobre las
superficies humedas de los pastos, presenta hidrotropismo y termotropismo
positivo, fototropismo y geotropismo negativo, lo que la lleva a buscar la parte alta
de los pastos cuando estadn humedos y poco expuestos a luz solar (Meana y Rojo,
1999; Quiroz, 2012). El tiempo de la salida del huevo al exterior y la aparicion de
larvas infectantes puede ser de cinco a seis dias, aunque el desarrollo puede
retrasarse incluso varios meses si las condiciones de humedad y temperatura no
son ¢ptimas (Hernandez, 2011). La mayoria de los casos se presentan al final de
la primavera, en el verano y principios de otofio cuando las condiciones del medio
permiten el desarrollo y persistencia de Lz. La humedad ambiental es esencial
para el desarrollo y supervivencia de las larvas, la frecuencia y severidad de los
brotes de la enfermedad estan muy ligadas a las lluvias. En las areas templadas,
las larvas infectantes que se desarrollan de los huevos expulsados en las heces
de los animales infectados en la primavera son ingeridas por las ovejas y los
corderos al inicio del verano. La mayoria de ellas detienen su desarrollo
(hipobiosis) en el abomaso como larvas 4 (L4) y continua hasta la primavera

siguiente (Taylor y col., 2007; Gonzalez-Gardufio y col., 2011).

Con la ingestion de las Lz con el pasto inicia la fase endbdgena, es el ciclo
parasitario; en el rumen se liberan de la vaina que las envuelve, posteriormente,

en el abomaso, se introducen en las glandulas epiteliales de la mucosa para
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continuar su desarrollo. Las L4 aparecen en la superficie de la mucosa entre los
cuatro y cinco dias después de la ingestion de las Lz, tras una nueva muda se
transforman en larva 5 (Ls) o preadulto, que maduran sexualmente dando lugar a
los adultos que copulan y empiezan a producir huevos (Quiroz, 2012). El periodo
de prepatencia oscila entre 15 y 21 dias, a menos que se presente el fenomeno
de hipobiosis (Hernandez, 2011).

Un fendbmeno observado en las ovejas durante la gestacion, parto y lactacion, que
contribuyen en una alta contaminacion de las praderas, es un aumento en la
eliminacion de huevos, denominado incremento periparto o alza posparto (Dunn,
2011), su importancia radica en una mayor exposicion al rebafio, siendo los
corderos quienes tienen mayor riesgo a contraer la infeccion, pues coincide con el
inicio del consumo de pasto, esto es, poco antes del destete. El problema se
agrava en los corderos que nacen al final de la época de partos, ya que se
enfrentan a una pradera muy contaminada (Farias y col., 1998).

Puede presentarse otro fendmeno llamado autocuracion, caracterizado una
reduccion en la excrecién de huevos en las heces por la expulsion de la mayor
parte de las poblaciones de vermes adultos, especialmente ocurre en areas donde
la hemoncosis es endémica y después de un periodo de fuertes lluvias (Sanchez,
2001).

Patogenia de la hemoncosis.

La principal caracteristica de la hemoncosis es la anemia, tanto los adultos como
las L, son hemat6fagos, ademas producen lesiones hemorragicas en el abomaso
(Martinez y col., 1987; Soca y col., 2005). Por cada verme se pierden 0.05 ml de
sangre al dia, tanto por lo que ingiere el parasito, como por lo que pierde la herida
al sangrar, por lo que un animal con 5,000 adultos de H. contortus puede perder
alrededor de 250 ml de sangre al dia (Sanchez, 2001). Ademas se generan
alteraciones digestivas, del desarrollo y disminucion en la produccion, la intensidad
de la parasitosis varia con la edad de los animales y el sistema de produccion
(Quiroz, 2012).



Se ha demostrado que la anemia se produce en tres fases. La primera entre los 7
y 25 dias posinfeccion. El volumen del paquete celular (VPC) de ovinos infectados
desciende rapidamente de 33% al 22%, esta rapida caida se debe al periodo que
transcurre entre la pérdida de sangre y la activacion del sistema eritropoyético del
hospedador para compensar la pérdida de sangre. En la segunda fase de la
anemia que dura de 6 a 14 semanas, el VPC se mantiene estable, aunque mas
bajo de lo normal, se compensa con el incremento de la produccion de eritrocitos.
En la dltima fase, hay una rapida pérdida de VPC como resultado de la
dishematopoyesis por la deficiencia férrica, los animales infectados pierden gran
cantidad de proteinas séricas. Como consecuencia, la tasa catabdlica fraccional
de la albumina se incrementa notoriamente, sin embargo, la concentracion de
albumina sérica puede permanecer en su nivel normal durante varias semanas,
puede estar asociado con un notable incremento de la sintesis albuminoidea que
se produce hasta que las reservas metabdlicas del animal se agotan (Martinez y
col., 1987; Rojas-Hernandez y col., 2007).

La hemoncosis genera pérdidas significativas en la produccion ovina en todo el
mundo, sus signos clinicos varian de acuerdo a la carga parasitaria, por lo general
se presentan signos de anemia, con palidez de mucosas y debilidad, por la
hipoproteinemia, edema submandibular y ascitis. Hay pobre estado de carnes,
diarreas intermitentes y puede presentarse la muerte (Zarate-Rendén y col., 2017).
En la necropsia se pueden llegar a encontrar vermes en la mucosa del abomaso
gue causan numerosas Yy pequefias lesiones hemorragicas. El contenido abomasal
es de color pardo oscuro debido a la presencia de sangre digerida (Meana y Rojo,
1999; Taylor y col., 2007).

Resistencia antihelmintica.

Con la finalidad de contrarrestar los efectos negativos de la hemoncosis, se han
utilizado los antihelminticos de manera para lograr un buen estado de salud de los

animales, pero desafortunadamente por su uso excesivo y continuo, la aplicacion



de dosis menores a las terapéuticamente recomendada de uno o0 mas
antihelminticos, aunado a los tratamientos cuando los parasitos tienen refugios
pequefios (sobrepastoreo) se ha desarrollado resistencia hacia esos productos. La
resistencia es un fendbmeno cosmopolita que disminuye gradualmente el efecto
antihelmintico sobre los parasitos de todas las especies (Jabbar y col., 2016).
Ademas, es una capacidad heredable de los parasitos para sobrevivir a
tratamientos que, a dosis terapéuticas, normalmente causan inhibicion del
crecimiento o la muerte de los individuos de una poblacién normal o susceptible
(Martinez, 2010).

Actualmente se encuentra en expansion un fenébmeno de multirresistencia que
consiste en que todas las familias de antiparasitarios disponibles en el mercado
han perdido la eficacia ante varios géneros de NGI (Medina y col., 2014).

La resistencia a los antihelminticos (RA) es un problema que tiene una gran
repercusion econémica, trayendo como consecuencia bajas utilidades al productor
y favoreciendo el desaliento y abandono de la actividad pecuaria (Kaplan, 2004;
Molento, 2009). En muchos lugares del mundo se han reportado casos de cepas
de NGE con RA, siendo actualmente un problema frecuente y grave en el
continente americano (Torres y col.,, 2012). En México se han desarrollado
investigaciones aisladas para detectar el problema de RA, principalmente en los
estados de la costa del Golfo de México, siendo escasas en el altiplano mexicano.
Los estudios llevados a cabo en ecosistemas calidos y humedos han demostrado
una alta frecuencia de rebafios con RA (Nuncio-Ochoa y col., 2005; Torres y col.,
2007; Torres y col., 2013; Medina y col., 2014).

Para poder llevar a cabo medidas adecuadas de control de la RA se requiere de
un diagnostico para determinar su presencia 0 ausencia, esto se dificulta ante la
falta de infraestructura necesaria para corroborar en el laboratorio los problemas
sanitarios ocurridos a nivel de campo. Ademas, por parte del productor hay

ausencia de comprension o interés en el conocimiento del problema de la RA,
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aunado al escaso apoyo para la investigacion del problema de RA en salud
animal, situacion que se ha venido agravando en los ultimos afios y que cierra el
circulo de la falta de opciones para disminuir la dependencia de farmacos (Besier,
1997; Torres y col., 2008).

Se ha acuiado el término Control Integrado de Parasitos (CIP), particularmente
cuando existe RA y se pretende controlar. Para el CIP se requiere de
componentes importantes, como la disponibilidad de técnicas para el diagnostico
de RA, una verificacion de la calidad de los antihelminticos, el conocimiento de la
epidemiologia parasitaria local y el cambio en la mentalidad al utilizar métodos
menos dependientes de los antihelminticos. Entre algunas de las opciones de
control de nematodos en ovinos estan el manejo del pastoreo, el uso de hongos
con actividad nematéfaga, la inmunizacibn con vacunas, la herbolaria,
administracion de particulas de cobre, desparasitacion selectiva y el uso de

plantas con actividad antihelmintica (Cuéllar, 2016).

Herbolaria.

Las plantas medicinales se han utlizado durante cientos de afios contra los
trastornos gastrointestinales, incluidas varias parasitosis, en todo el mundo, la
mayoria de estos son utilizados de forma empirica. Varias plantas incluida la flora
mexicana, posee un enorme potencial contra muchas enfermedades tanto en

humanos como en animales (Gabino y col., 2009).

Se conoce como herbolaria a la practica terapéutica que utiliza plantas
medicinales muy accesibles a grandes nucleos de la poblacién mexicana. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce el valor de esta practica
terapéutica y le otorga gran importancia en los esquemas o sistemas publicos para
la salud (Huerta, 1997). Aproximadamente una cuarta parte de los medicamentos

de origen vegetal son que se encuentran en el mercado (Mendoza y col., 2002).
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El uso de plantas con fines terapéuticos es una practica que se remonta al origen
de la humanidad; esta basada en la experiencia, forma parte de la tradicion de los
pueblos y generalmente se transmiten en forma oral, asi, el uso de las plantas es
una costumbre que se ha ido trasmitiendo de generacion en generacion y la
medicina empirica que se inicia con la mezcla de la cultura indigena y de los
conquistadores, continda siendo una practica comun en la actualidad (Basualdo y
col., 1996).

En el siglo XIX en Sudamérica, debido a la falta de prevencién zoosanitaria
ocasionada por la limitada atencion cientifica, las enfermedades aisladas, mas aun
las epizootias y enzootias, resultaban catastréficas; no habiendo mucho que hacer
para salvar los rebafios si estas se presentaban. En los hatos, haciendas o
durante los arreos de traslado, los animales enfermos, tanto equinos como
bovinos, comunmente eran sacrificados aprovechandose solamente su cuero

debido al temor de consumir carne de un animal afectado (Trujillo, 2013).

Bajo este ambiente de limitaciones, el uso de las purgas, unturas, emplastes y
cataplasmas vegetales en su mayoria, fueron practicas comunes en el ambiente
ganadero, muchas de esas practicas siguen siendo usadas en zonas rurales y
remotas (Trujillo, 2013).

Huerta (1997) afirma que tanto la herbolaria como la medicina alopética son
practicas terapéuticas que coexisten en grandes nucleos de poblacién, su
aplicacion oportuna y equilibrada puede ayudar a curar un grupo de enfermedades
frecuentes (cuadro 1).
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Cuadro 1. Comparacién de herbolaria y productos farmacéuticos.

Medicina tradicional (herbolaria) Medicina alopatica (farmacos)

La administracion oportuna y
cuidadosa de la mayoria de las plantas
no ocasiona efectos colaterales o
secundarios.

Atiende al enfermo como un todo y no
a la enfermedad.

Su costo es minimo, accesible a la
mayor parte de la poblacion.

La administracion es segura, ya que
esta dosificada, pero con frecuencia
provoca efectos secundarios.

Atiende la enfermedad.

No siempre es accesible

Se basa en tradiciones orales. Esta fundamentada cientificamente.
Se puede utilizar como atencién Se incorpora a la atencién primaria a
primaria de la salud a bajo costo. mayores costos.

Modificado de Huerta (1997).

En este sentido, para la clasificacion y uso de las plantas, se deben considerar la
opinion popular y los datos reportados de los componentes de las plantas
estudiadas, para tal efecto, se han propuesto cuatro niveles (Schillhorn Van Veen,
1997; Mathias, 2004; Higuera, 2015):

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

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

3. De nivel medio: Ademas de los datos etnobotanicos, hay informacién
fitoquimica o farmacol6gica o farmacolégica y de su eficacia.

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

validez y es considerado eficaz.

La NOM-072-SSA-2012, Etiquetado de medicamento y de remedios herbolarios,
define como medicamento herbolario, a los productos elaborados con material
vegetal o algun derivado de éste, cuyo ingrediente principal es la parte aérea o
subterranea de la planta o extractos y tinturas, asi como jugos, resinas, aceites

grasos y esenciales presentados en forma farmacéutica, cuya eficacia terapéutica
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y seguridad ha sido confirmada cientificamente en la literatura nacional e

internacional.

En el control de parasitos se han utlizado diversas plantas que contienen
sustancias bioguimicas con efecto antihelmintico. Los principales compuestos de
estas plantas son los terpenos, los alcaloides, las saponinas, las antraquinonas,
los flavonoides y los taninos; estos han sido usados por las comunidades
indigenas de Latinoamérica en la herbolaria tradicional, como una préctica
milenaria, actualmente se evallan en estudios a nivel mundial con un concepto

etnobotanico (Alonso y col., 2009; Hernandez-Carlos y Gamboa-Angulo, 2019).

Plantas de la familia de Asteraceae.

Entre las plantas de la familia Asteraceae se encuentra las del género Artemisia,
son una rica fuente de lactonas sesquiterpenoicas bioacivas y tienen una larga
historia de control de parasitos en humanos y mas recientemente, en animales. La
A. annua, Unica fuente comercial de artemisininas, se ha utilizado durante siglos
en China para tratar el paludismo y otras enfermedades como un té tradicional, los
derivados semisintéticos, arteméter y artesunato son el tratamiento de primera

linea contra la malaria (Ferreira, 2009).

Algunas especies del género Artemisia spp. son tradicionalmente usadas como
vermifugos y algunos de sus extractos y componentes como agentes nematicidas
de plantas y animales (Navarro y col., 2017). A. absinthium (ajenjo) se ha utilizado
en medicina popular como antihelmintico, pero solo recientemente ha surgido
como un antihelmintico para uso veterinario. La excrecion de huevos en las heces
se redujo significativamente en ovejas infectadas con H. contortus y tratadas con
1.0 6 2.0 g de polvo de hoja o extracto crudo/kg de peso corporal (Tariq y col.,
2008).

La artemisinina comercial (conocida por los chinos como ginghaosu) es un

sesquiterpenoide, componente del perdxido de lactona y flavonoides que también
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podria tener actividad antihelmintica con bajo riesgo de toxicidad en los mamiferos
(Squires y col., 2010). Es un componente antimalarico y actualmente es de gran

interés para la industria farmacéutica (Kong y Tan, 2015).

La A. cina es un arbusto resistente, perene y florece en otofio, crece en climas
templados del norte y hemisferio sur, generalmente en arido o semiarido (fig. 1).
Es un arbusto de hoja caduca, sus flores desarrollan tipicamente en ocho a diez

pétalos y es polinizada por el viento (Saxena, 2015).

Figura 1. Artemisia cina
Fuente: https://es.wikipedia.org/wiki/Artemisia_cina#/media/File:Artemisia_cina_-
_K%C3%B6hler%E2%80%93s_Medizinal-Pflanzen-165.jpg

Jerbo (Meriones unguiculatus).

El jerbo de Mongolia (Meriones unguiculatus) (fig. 2), es considerado un buen
modelo para el estudio de H. contortus porque los parasitos se establecen en un
sitio anatémico similar a su sitio de predileccion, el abomaso de los corderos
(Conder y col., 1992, Grando y col., 2016). El jerbo es un modelo econémico, facil
y adecuado de estudios in vivo para evaluar compuestos para la eficacia o
resistencia antihelmintica; su uso permite la preseleccion de extractos con
posibilidades terapéuticas en medicina veterinaria y la evaluaciéon de su eventual
actividad antihelmintica (Ostlind y col., 2006, citado en Gabino, 2009).
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Figura 2. Jerbo (Meriones unguiculatus)

El jerbo es originario de China y Mongolia, su domesticacion se inicié con fines de
investigacion debido a su alta eficiencia para sobrevivir bajo restriccién hidrica,
caracteristica fisiologica que ha despertado el interés en la comunidad cientifica.
Como resultado de esta adaptacion, la cantidad de orina producida es minima y un
jerbo puede excretar un par de gotas al dia. Sus camadas tienen un maximo de
seis crias, la mortalidad de las crias es baja y las enfermedades propias de los
jerbos son escasas, lo que significa una ventaja comparativa respecto a otros
animales. Son curiosos y pacificos, rara vez muerden, sin embargo, para
manipularlos hay que extremar precauciones porque son muy temerosos e incluso
se ha descrito el sindrome de Postracion temblorosa, generado por cualquier
estrés, donde se inmovilizan completamente al intentar tomarlos, pero se
recuperan rapidamente (Raggi, 1999).

Algunas caracteristicas biolégicas vy fisiologicas de los jerbos se resumen en el
cuadro 2:
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Cuadro 2. Caracteristicas biolégicas y fisiolégicas de los jerbos
(Meriones unguiculatus).

Peso corporal adulto (g)

Machos 80 - 100
Hembras 70 - 135
Edad a la pubertad (dias)
Machos 70 -85
Hembras 65 - 85
Aspectos reproductivos
Madurez sexual (semanas) 12
Duracion de gestacion (dias) 24 — 26
Duracién de lactancia (dias) 21- 22

Aspectos fisioldgicos

Temperatura rectal (° C) 38.1-38.4
Frecuencia cardiaca (latidos/ min) 200 - 360
Frecuencia respiratoria (movimientos/min) 60 — 140

Modificado de Raggi (1999).

Gressler y col. (2018) citando a diferentes autores, menciona que se han realizado
estudios con jerbos, demostrando ser muy prometedor con respecto a la reversion
de la resistencia, evaluaciones antihelminticas e investigaciones de nuevos
compuestos antiparasitarios. Por otro lado, se ha demostrado que son
susceptibles a infecciones causadas por nematodos, incluyendo al H. contortus
(Conder y col., 1991).

Los jerbos destetados a una edad de aproximadamente cinco semanas, parecen
ser una opcidn aceptable para su uso como modelo experimental, mostraron un
buen desarrollo corporal, ademas a esa edad es susceptible a la inmunosupresiéon

y/o infeccion (Gressler y col., 2018)
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Objetivo.

Evaluar la actividad nematicida de las fracciones hexanica, acetato de etilo y
metandlica a partir del extracto etandlico de Artemisia cina en jerbos (Meriones

unguiculatus) infectados experimentalmente con Haemonchus contortus.

Hipoétesis.

Existe efecto nematicida de las fracciones hexanica, acetato de etilo y metandlica
a partir del extracto etandlico de Artemisia cina en jerbos infectados

experimentalmente con Haemonchus contortus.
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Material y métodos.

Localizacion.

El trabajo se realiz6 en la Unidad de Aislamiento y Bioterio de la Unidad e
Investigacion Multidisciplinaria (UIM) y el Laboratorio 3 de la UIM en la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan de la UNAM, en las instalaciones del Laboratorio
de Helmintos del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) y en el bioterio del Instituto Nacional de Salud Publica,

Cuernavaca Morelos.

Animales.

Se utilizaron 25 jerbos de 25 dias de edad con un peso promedio de 50 g,
provenian del bioterio convencional tipo 3 del Instituto Nacional de Salud Publica,
que posee condiciones controladas de temperatura (entre 20 y 22° C), humedad
(40 a 60%) y luz (12 por 12 horas con 290 lux); tenian acceso a agua 100%
potable; cama mixta molida y estéril de madera con olote; ventilacion forzada con
15 cambios por hora; el agua y el alimento (Lab Diet®) se ofrecian ad libitum,

fueron desparasitados con fenbendazol (3 mg/kg) antes de la infeccion (fig. 3).

Figura 3. Alojamiento de los jerbos.
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Diseino experimental.
Los 25 jerbos fueron ubicados aleatoriamente en cinco grupos con cinco animales

cada uno.

Previo al tratamiento todos los animales fueron inmunosuprimidos durante tres
dias con dexametasona, después de un dia de descanso se infectaron con 10,000

L; desenvainadas de H. contortus, al dia siguiente recibieron (cuadro 3):

Cuadro 3. Diseio experimental utilizado en lo jerbos (Meriones unguiculatus)

Grupo Dosis Tratamiento
1 4 mg/kg Fraccion hexanica de A. cina
2 4 mg/kg Fraccion metandlica de A. cina
3 4 mg/kg Fraccion acetato de etilo de A. cina
4 0.02 mg/kg Ivermectina
5

Los animales del grupo 4 fueron considerados como control al emplear un
antiparasitario con reconocida eficacia contra H. contortus; los del grupo 5 no

recibieron tratamiento, fue el grupo testigo.

Dos dias postratamiento, todos los animales de los cinco grupos fueron

sacrificados para la obtencién de las larvas de cuarto estadio (L4) de H. contortus.

Inmunosupresion de los jerbos.

Para la inmunosupresion se empled, con algunas modificaciones, lo recomendado
por Grando y col. (2016). Se administr6 dexametasona a una dosis de 0.5 mg/kg
durante tres dias, la aplicacion se realizd por inyeccion subcutanea en la region de

la cruz, dando un masaje posterior en la zona (fig. 4).
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Figura 4. Inmunosupresion del jerbo.

Larvas infectantes de Haemonchus contortus.

Los huevos de H. contortus se obtuvieron de un cordero donador infectado
experimentalmente con 5,000 L; (cepa INIFAP). Las larvas infectantes se

colectaron por medio de la técnica de Corticelli Lai (Niec, 1968) (fig. 5).

Figura 5. Técnica de Corticelli Lai.

Infeccidén experimental de los jerbos Haemonchus contortus.

Se utilizaron 10,000 L3 desenvainadas de H. contortus por jerbo. El proceso de
desenvainamiento se efectu6é de acuerdo a la metodologia modificada de Niec

(1968), las larvas se expusieron a una solucion de cloro al 0.183%, después se
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hicieron tres lavados continuos con agua destilada, se aforé a un volumen de 20

uL e inmediatamente se infectaron los jerbos por via oral (fig. 6).

Figura 6. Infeccion con L; desenvainadas de Haemonchus contortus.

Tratamiento de los jerbos.

Se calendarizaron los dias de tratamiento con las fracciones obtenidas de A. cina,
las cuales se llevaron a cabo durante tres dias seguidos via oral (fig. 7), de
acuerdo con los analisis probit obtenidos en los bioensayos segun lo reportado por
Higuera y col. (2017); grupo 4 recibidé ivermectina al 1%, a una dosis de 0.02

mg/kg peso. Se dejaron descansar a los jerbos durante dos dias.

Figura 7. Tratamiento con extracto hexanico de Artemisia cina.
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Sacrificio de los jerbos.

El sacrificio humanitario de los jerbos se llevd a cabo en el laboratorio de
helmintologia del INIFAP por medio de dislocacién cervical, en apego a la
normatividad correspondiente (NOM-062-ZO0-1999, Especificaciones técnicas
para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio). El animal se
aislé en una caja de polietileno con éter para insensibilizarlo, posteriormente, con
una mano, se sujeté de la cola para sacarlo de la caja, sin soltarlo se coloco en
una plancha de acero, con la ayuda de una rejilla se presionoé la region cervical del
jerbo (fig. 8), sin dejar de sujetar la cola, se efectu6 un movimiento fuerte hacia
atréas para dislocar la vértebras cervicales, con la precaucion de no desprender

completamente la cabeza del cuerpo, ni la piel de la regién caudal.

Figura 8. Desnucamiento cervical de jerbo

Recuperacion de L; de Haemonchus contortus.

Se empled la técnica modificada de Squires y col. (2011), el jerbo se incidié con un
bisturi por la parte media ventral para extraer el estbmago, se lavd empleando
PBS con acida de sodio, se incidié por su curvatura mayor. El contenido gastrico y
el interior del estbmago se lavaron con PBS, raspando ligeramente la mucosa,
esto se efectud dos veces. Posteriormente, se realizo el raspado y desintegracion

del estdmago para recuperar las larvas que estuviesen en el tejido (fig. 9).
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Las larvas encontradas en los lavados y raspados de la mucosa se recuperaron en
una caja de Petri con PBS a 37° C para su posterior revision, identificacion y

comparacion con lo reportado por otros autores.

Obtencion del estbmago Lavado de estbmago

Obtencion de sobrenadante Corte longitudinal de estdbmago y
raspado de mucosa

Figura 9. Recuperacion y observacion de L, de Haemonchus contortus

Analisis de resultados.

El porcentaje de reduccién de la poblacion de larvas de H. contortus en el

estdmago se calcul6 utilizando la férmula estandar:

% reduccion= Testigo - Tto x 100
Testigo
Donde:
% reduccién= Porcentaje de reduccion de larvas con respecto al grupo testigo
Testigo= Cantidad de larvas encontradas en grupo testigo
Tto= Cantidad de larvas encontradas después de cada tratamiento por grupo
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Se realizo la prueba de analisis de varianza utilizando el programa Statgraphics®

para conocer las diferencias entre los grupos que recibieron tratamiento.

Resultados.

En la fig. 10 se muestra la cantidad promedio de larvas de cuarto estadio (L) de
Haemonchus contortus recuperadas en del estbmago de jerbos infectados
experimentalmente y tratados con fracciones de Artemisia cina o ivermectina. En
los animales de los grupos 1 (fraccidn hexéanica) y 4 (ivermectina) se colecto la
menor cantidad de larvas, con un promedio de diez y una fase evolutiva,
respectivamente; entre estos dos grupos no se encontraron diferencias
significativas (p>0.05).
Figura 10. Cantidad promedio de larvas de cuarto estadio de Haemonchus contortus
encontradas en estémago de jerbos (Meriones unguiculatus) postratamiento.
o
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Grupo 1: Fraccién hexanica, Grupo 2: Fraccién metandlica, Grupo 3: Fraccién acetato de etilo,
Grupo 4: lvermectina, Grupo 5: Testigo sin tratamiento. (ME + DS)
En el grupo 5 (testigo) se encontraron un promedio de 134 L, de H. contortus, cifra
similar a los tratados con la fraccion metandlica (grupo 2) y de acetato de etilo de
A. cina (grupo 3), en estos grupos, no se observaron diferencias significativas

entre ellos (p>0.05).
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Se presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre la
cantidad de L, de H. contortus del bloque de grupos 2, 3 y 5 en relaciéon a los

grupos 1y 4.
En el cuadro 4 se exponen los resultados del porcentaje de reduccion de L, de H.
contortus en jerbos tratados con fracciones de A. cina o ivermectina.

Cuadro 4. Porcentaje de reduccion de L4 Haemonchus contortus en jerbos tratados con
fracciones de Artemisia cina e ivermectina.

Grupo Tratamiento Reduccién (%)
1 Fraccion hexanica de Artemisia cina 95.4
2 Fraccion metandlica de Artemisia cina 24.6
3 Fraccion acetato de etilo de Artemisia cina 25.3
4 Ivermectina 99.2

En los jerbos del grupo 4, que recibieron con ivermectina, se presentd una
reduccion del 99.2% en la poblacion de L, de H. contortus con respecto al testigo
(grupo 5), la diferencia fue estadisticamente significativa (p<0.05), una situacién
similar (95.4%) ocurrié en el grupo 1; no hubo diferencias estadisticas entre los

grupos 1y 4 (p>0.05).

En caso de los grupos 2 y 3, tratados con las fracciones de A. cina en metanol y

acetato de etilo, no se encontr6 reducciéon de larvas en cuarto estadio.
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Discusion.

El jerbo (Meriones unguiculatus) es un modelo animal muy eficaz para llevar a
cabo experimentos in vivo, su tamafio, facil manejo y susceptibilidad a
enfermedades, lo demuestran. Se ha empleado en ensayos inoculandolos con
larvas de Haemonchus contortus (Gressler y col., 2018), logrando mejores
resultados al inmunosuprimirlos con dexametasona (Grando y col.,, 2016),
recuperando un promedio de 44 larvas a los 12 dias de la infeccién con 2,000 L3
de H. contortus. En el presente estudio se recolectaron del grupo testigo un

promedio de 134 L, a los siete dias posinfeccion.

Conder y col. (1990 y 1991) citados por Squires y col. (2010) al justificar el empleo
de los jerbos, mencionan que en ensayos realizados en ovejas y cabras infectadas
con H. contortus hay una amplia variacion en las condiciones experimentales, a
menudo por la restricciébn en la cantidad de animales, pudiendo ser util para la
evaluacion de plantas especificas en una regién en particular, pero no puede
usarse facilmente para identificar los componentes activos de las plantas o su
mecanismo de accién. Ademas, los extractos de plantas o compuestos activos
putativos pueden ser dificiles de producir en cantidades necesarias para ensayos
en los hospedadores naturales, por lo tanto el uso de los jerbos permite determinar
eficacias preliminares, curvas de dosis—-respuesta, se utilizan dosis bajas para
determinar porcentajes de reduccion y en algunos casos, posibles efectos toxicos,
cuando se tiene moléculas puras, realizar estudios de farmacocinética y

farmacodinamia.

Cuando Goncalves y col. (2017) evaluaron el uso de extractos vegetales contra H.
contortus, concluyeron gque el efecto de los extractos hidroalcohodlicos obtenidos a
partir de hojas de melén amargo (Momordica charantia) y Lepidium didyumum son
potencialmente utiles para el tratamiento de ese parasito de los ovinos y proponen
realizar nuevos experimentos con otros solventes para extraccion y administracion

a dosis mas altas.
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En consecuencia, Bashtar y col. (2010), realizaron pruebas in vivo con un extracto
bruto de la planta cruda de A. cina (2 g/Kg), para el control de Moniezia expansa;
durante 15 dias consecutivos, se efectud diariamente el examen fecal de ovejas
tratadas y testigo, resultando eficaz el extracto de la planta en las concentraciones
probadas. Por microscopia electrénica encontraron que se afectaron algunas
estructuras de M. expansa, particularmente el escolex y las microvellosidades de
la superficie tegumentaria externa. Por otra parte, Higuera y col. (2015), trabajaron
con extracto etandlico de A. cina y lo fraccionaron identificando artemisininas por
medio de cromatografia de capa fina y asi conocer el efecto de éstas sobre la
capacidad de asociacion de las Lz de H. contortus en explantes abomasales no
encontrando diferencias significativas entre las fracciones de A. cina y artemisinina
comercial (p>0.05), asimismo, no existié efecto de las artemisininas obtenidas del
extracto etandlico de A. cina sobre la capacidad de asociacién de las L3 de H.
contortus al tejido abomasal, sin embargo, en este estudio el extracto hexanico

mostrd una accion favorable en la reduccion de larvas en el tejido estomacal.

En este estudio, la fraccion hexanica de A. cina exhibié un efecto contra la L4 de
H. contortus similar a la ivermectina, que ha demostrado ser un poderoso
antihelmintico, no obstante, se deben continuar los estudios para determinar la
molécula responsable del efecto. Grando y col. (2007) utilizaron jerbos infectados
experimentalmente con L3 de H. contortus para evaluar la actividad antihelmintica
del aceite esencial de Malaleuca alternifolia, nanocarreador de lipidos sélidos y
terpiten-4-ol, fueron capaces de reducir un 46.4%, 48.6%, y 43.2%,
respectivamente, siendo seguros y eficaces. Al utilizar moléculas puras la eficacia

fue mayor, sin embargo, en el presente trabajo se utilizd un extracto completo.

El trabajo de Squires y col. (2010) sobre el efecto de artemisinina y extractos de
Artemisia en H. contortus en jerbos; consistido en evaluar la artemisinina derivada
de A. annua, la Gnica disponible comercialmente (Sigma Aldrich), se emplearon un

extracto acuoso, extracto etanolico, aceite esencial y un extracto etanodlico de A.
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absinthium, en todos los casos se usaron jerbos infectados con 600 L; de H.
contortus, no se encontraron efectos significativos (p= 0.37), en este estudio el
extracto hexanico mostro diferencias significativas respecto al extracto metandlico
y de acetato de etilo; sin embargo, no mostré diferencias significativas respecto al
grupo tratado con invermectina, lo cual permite intuir que A. cina tiene compuestos
diferentes a A. annua y A. absinthium, lo que obliga a dilucidar el compuesto

activo.
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Conclusiones.

La fraccion hexanica a partir del extracto etandlico de Artemisia cina tuvo un efecto
nematicida en los jerbos infectados experimentalmente con Haemonchus

contortus.

Las fracciones de acetato de etilo y metandlica de A. cina no exhibieron efecto
nematicida alguno en los jerbos infectados experimentalmente con Haemonchus

contortus.
Es importante hacer mas estudios para poder identificar la o las moléculas

responsables del efecto antihelmintico, asi como la evaluacibn de dicho
compuesto en el hospedador definitivo de H. contortus.
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