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Resumen

El nuevo enfoque de control integrado de parasitos obliga a buscar alternativas que consideren el
medioambiente, es decir, sostenibles y sustentables. El objetivo de este trabajo fue fraccionar el extracto
etanolico de la planta Artemisia cina, obtener artemisininas y conocer el efecto de estas sobre la capaci-
dad de asociacion de las L, de Haemonchus contortus en explantes abomasales. El extracto etanélico se
fraccioné por medio de la metodologia establecida para Artemisia japdnica, y se identificaron las artemi-
sininas por medio de cromatografia en capa fina, teniendo como referencia artemisininas comerciales.
Las artemisininas se utilizaron sobre L, desenvainada, se realizé la técnica de explantes abomasales por
triplicado y se compararon asi: levamisol (7.5 mg/ml), artemisinina comercial (1 mg/ml), agua y seis dife-
rentes fracciones de A. cina a dosis de 1 mg/ml: Ac3k, Ac3b, Ac3a, Ac3h, Ac3i, Ac4b. No se obtuvieron
diferencias significativas entre las fracciones de A. cina y artemisinina comercial (p>0.05). Se concluye
que no existio efecto de las artemisininas obtenidas del extracto etandlico de A. cina sobre la capacidad
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de asociacion de las L, de H. contortus al tejido abomasal. Es importante continuar con més estudios de
la artemisinina para determinar sobre qué fase del parasito afecta su viabilidad.

Palabras clave: Artemisia cina; artemisinina; extracto etanélico; explantes abomasales; Haemonchus con-
tortus.

Abstract

The new approach of integrated nematode control has driven to look for other alternatives that consider
steadily and sustainable the environment. The aim of the present study was to obtain different ethanolic
fracctions from Artemisia cina plant, using artemisinins, and to evaluate the nematicide association capa-
city effect with infective larvae (L,) and abomasal explant. The artemisinins from A. cina were obtained
by thin layer chromatography and were evaluated on unsheathed L, of Haemonchus contortus. The abo-
masal technique explants were performed for triplicate and compared as follows: three control with leva-
misole (7.5 mg/ml), commercial artemisinin (1 mg/ml), and distillate water, and six A. cina fracctions at 1
mg/ml each one: Ac3k, Ac3b, Ac3a, Ac3h, Ac3i and Ac4b. No significant differences between fractions
of A. cina and commercial artemisinin (p>0.05) were obtained. These findings led us to conclude that
there was no association capacity effect of fractions of A. cina on unsheathed L, of H. contortus, to the
abomasal tissue. It is important to continue with more studies to determine the parasitic phase in which
the artemisinin viability is susceptible to be affected.

Keywords: abomasal explants; Artemisia cina; artemisinin; ethanolic extract; Haemonchus contortus.
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Introduccion

Las endoparasitosis en ovinos son de las enferme-
dades mas impactantes en los sistemas extensivos;
el tratamiento y las posibles muertes de animales
susceptibles crean problemas econémicos (1). H.
contortus es el nematodo gastroentérico con ma-
yor prevalencia en México (2, 3). Las deficientes
practicas actuales de manejo y control de las para-
sitosis han ocasionado la disminucién de animales
resilientes y resistentes (4, 5) y la mutacién de ce-
pas susceptibles a cepas resistentes de H. contortus
en los rebanos (6, 7).

En México se han reportado nematodos resisten-
tes a farmacos (8, 9, 10), y para contrarrestar esa
situacion se ha planteado el control integrado de
parasitos, que permite utilizar muchos mecanis-
mos que ayuden a reducir la carga parasitaria y a
seleccionar los animales resilientes y resistentes
(6, 11, 12,13,14, 15). Dentro de estas opciones
estan las plantas, cuyo efecto antiparasitario se ha
corroborado, tanto por su uso tradicional como
por tener algunos metabolitos con propiedades an-
tihelminticas (16, 17). Las investigaciones se han
encaminado a identificar compuestos antihelminti-
cos para determinar su seguridad y eficacia (18). En
los ultimos afios se ha encontrado que las plantas
del género Artemisia tienen un efecto antimalarico
(19), y se ha demostrado que tienen efecto antipa-
rasitario contra el cestodo Moniezia (20); ademas,
se han realizado estudios sobre el efecto en la L,
de H. contortus en gerbos (21), pero no se han
realizado estudios sobre otros estadios parasiticos
contra el nematodo H. contortus.

El objetivo de este trabajo fue fraccionar el extrac-
to etandlico de la planta A. cina, obtener artemi-
sininas y conocer su efecto sobre la capacidad de
asociacion de las L, de H. contortus en explantes
abomasales.

Materiales y métodos
Localizacion
Este trabajo se realizé en la Unidad de Investiga-

cion Multidisciplinaria, laboratorio 3 y 5, de la Fa-
cultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM.

La localidad estd a 2,100 msnm, tiene clima semi-
seco y una temperatura media anual de 16.6 °C.

El fraccionamiento de la planta A. cina se realizé
en el Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan
(CICY), Mérida.

Extracto etandlico de A. cina

Se utilizo el extracto etandlico al 96 % de A. cina,
de Laboratorio Millenium®, segun las reglas de la
Farmacopea Homeopatica Mexicana para la ob-
tencion de extractos etandlicos.

Fraccionamiento de A. cina

La metodologia para el fraccionamiento de la plan-
ta se realiz6 siguiendo la descripcion de Giang et
al. (22) para extractos etandlicos de A. japonica.

Se realizdé una particion liquido-liquido (combi-
nacién de dos moléculas inmiscibles, metanol y
hexano, de forma que las moléculas polares se
mezclan con el metanol y las no polares con el
hexano) y se obtuvieron dos fracciones: una hexa-
nica y una metandlica.

Fraccion hexdnica

De la fraccién hexanica se obtuvieron cuatro frac-
ciones (Ac2a, Ac2b, Ac3b y Ac4b) por columna
de cromatografia al vacio (VLC) con tonsil. Poste-
riormente, se realizé una columna de gravedad,
obteniéndose asi catorce fracciones, identificadas
como Ac3a hasta Ac3n. Las fracciones obtenidas
se evaluaron por medio de cromatografia en capa
fina para determinar cudl era artemisinina; y se
evaluaron, ademas, por espectroscopia de masas
(resultados no mostrados en este articulo). A las
fracciones que se determinaron como artemisini-
nas se les realizé una placa preparativa.

Placa preparativa: De la placa preparativa se ob-
tuvieron cuatro fracciones, que fueron evaluadas
para determinar artemisininas: Ac4a, Ac4b, Ac4c
y Ac4d; la fraccion Ac4b fue evaluada por croma-
tografia en capa fina y espectrometria de masas
(resultados no mostrados en este estudio); se deter-
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minaron como artemisininas y se eligieron para el
ensayo in vitro.

Fraccion metandlica

De la fraccion metanolica (de la particion liqui-
do-liquido) se aislaron cinco fracciones. Se realizé
cromatografia en capa fina para determinar artemi-
sininas. Todas las fracciones obtenidas se liofiliza-
ron, se mantuvieron 12 horas en desecador y se
pesaron.

Larvas de H. contortus

Los huevos de H. contortus se obtuvieron de las
heces de un cordero donador, infectado experi-
mentalmente con 5,000 larvas de tercer estadio
(L,). La cepa es de origen ovino aislada, mantenida
y caracterizada en la Facultad de Estudios Superio-
res Cuautitlan (23). Se colectaron larvas infectantes
por medio de la técnica de Corticelli-Lai (24).

Técnica de explantes abomasales

Solo se utilizaron para el ensayo de explantes abo-
masales las fracciones que se determinaron como
artemisininas. Se realizé segun la técnica descrita
por Jackson et al. (25). El abomaso se obtuvo de
rastro de un animal que fue monitoreado libre de
nematodos gastroentéricos. El tiempo transcurrido
entre la obtencién y la técnica fue de una hora. Se
incidio por la curvatura menor, se retiré el conteni-
do vy se lavé con PBS a 37 °C; se realizaron cortes
circulares de alrededor de 3 centimetros de diame-
tro y se colocaron en placas de cultivo con medio
Hanks a 37 °C.

A las L, obtenidas se les realizé el siguiente pro-
ceso:

1. Se desenvainaron con hipoclorito de sodio al
1 % y se centrifugaron a 3,500 revoluciones
durante cinco minutos.

2. Se realizaron tres lavados con agua destilada y
se centrifugaron a 3,500 revoluciones durante
cinco minutos.

3. Se aplicaron los siguientes tratamientos, como
se muestra en la Tabla I:

Tabla I. Tratamientos aplicados a las L, de H.
contortus desenvainadas.

Tratamiento Dosis
Levamisol 7.5 mg/ml
Artemisinina comercial 1 mg/ml
Agua 1 ml
Ac3k 1 mg/ml
Ac3b 1 mg/ml
Ac3a 1 mg/ml
Ac3h 1 mg/ml
Ac3i 1 mg/ml
Ac4b 1 mg/ml

4. Se adicionaron 2,500 + 200 L,de H. contortus
a cada pozo sobre el tejido abomasal.

5. Seincubaron durante tres horas y se realizaron
dos lavados del tejido con PBS a 37 °C.

6. El tejido abomasal se digirié con acido clorhi-
drico al 1 % y pepsina al 1 % durante 48 horas.

7. Se cuantificaron las L, asociadas al tejido.
Analisis estadistico

Los datos fueron ajustados a una curva de distribu-
cion normal por medio del programa Statgraphics
XV®, y posteriormente se realizé6 un ANOVA mul-
tifactorial por medio del mismo programa.

Nota ética

El manejo del cordero donador de huevos de H.
contortus se realizé conforme a los lineamientos
del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
los Animales de Experimentacion, de la Facultad
de Estudios Superiores Cuautitlan de la Univer-
sidad Nacional Auténoma de México (CICUAE-
FESC-UNAM).
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Resultados y discusion
Fraccion hexanica

A la fraccion hexanica obtenida se le denominé
Acla; se obtuvieron de la cromatografia al vacio
con tonsil 14 subfracciones, identificadas como
Ac3a hasta Ac3n (Tabla Il). La fraccién de la cual se
obtuvo mayor peso fue la denominada Ac3k (27.9
mg), y la de menor obtencion fue la Ac3d, con un
peso de 0.7 mg.

Tabla II. Subfracciones colectadas de la
separacién de Artemisia cina por columna de
gravedad de la fraccion Ac2b.

Nomenclatura Peso (mg)

Ac3a 2.8
Ac3b 1.4
Ac3c 6.9
Ac3d 0.7
Ac3e 1.3
Ac3f 1.5
Ac3g 1.2
Ac3h 0.7
Ac3i 8.8
Ac3j 13

Ac3k 27.9
Ac3l 8.8
Ac3m 3

Ac3n 1.6

Placa preparativa

Se obtuvieron cuatro fracciones: Ac4a, Ac4b, Ac4c
y Ac4d; de ellas, Ac4a mostré ser artemisinina (Ta-
bla Ill). De la fraccion Ac4b se obtuvo el mayor
peso (17.9 mg); dos fracciones tuvieron un peso
de 0.1 mg.

Tabla Ill. Fracciones de Artemisia cina y peso,
obtenidas por medio de la placa preparativa a
partir de la fraccion Ac3k y Ac3m.

Fraccion Peso (mg)
Ac4a 8.9
Ac4b 17.9
Ac4c 0.1
Ac4d 0.1

Fraccion metanolica

Se obtuvieron cinco fracciones (Tabla 1V), de la
fraccion Acb2a a la Acb2d. De la fraccion mas
abundante (Acb2a) se obtuvieron 1,416.8 mg, y de
la fraccion Acb2b, 400.2 mg. Ninguna fraccién ob-
tenida de este extracto contenia artemisininas, por
lo cual no se probaron in vitro.

Tabla IV. Fracciones obtenidas de la separacion
de Artemisia cina por medio de particion liquido-
liquido en solvente metandlico.

Fracciéon Peso (mg)
Acb2a 1,416.8
Acb2b 400.2
Acb2c 1,235.6
Acb2d 61.2

Total 9,936.3

De las fracciones Ac2b y Ac2a obtenidas de A.
cina se encontré que hay presencia de pequefas
cantidades de artemisininas, hallazgo similar al no-
tificado por Wang et al. (26) al analizar Artemisia
annua, planta de la familia Asteraceae, usada en la
medicina tradicional china. La A. annua contiene
una lactona sesquiterpénica endoperéxida, clasifi-
cada como artemisinina. La importancia de esta ar-
temisinina en salud publica se debe a su potencial
efecto contra la malaria, enfermedad causada por
el protozoario Plasmodium (27). La lactona sesqui-
terpénica endoperoxida se encuentra en muy baja
concentracion en plantas que crecen bajo condi-
ciones de tropico y subtropico. A la fecha, no se
puede determinar la forma en que se encuentra en
el ambiente (28). Esos autores han sugerido que
la artemisinina puede tener una presentacién simi-
lar a un alcohol artemisinico, aldehido artemisico,
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aldehido dihidroartemisinico, acido dihidroartemi-
sinico o acido artemisinico, y dependiendo de su
presentacién es el tipo de actividad que presenta
en contra de patogenos. Por el proceso realizado
en el presente estudio, no se determiné la forma en
que se presento, sin embargo, se logré confirmar la
presencia de artemisininas.

A través de estudios se ha notificado la presencia
de diversas bandas con diferente peso molecular;
estos estudios incluyen procesos mas detallados a
nivel de resonancia magnética, y, por su forma, al-
gunos autores sugieren su uso para dilucidar su po-
sible actividad contra patégenos. Giang et al. (22)
han notificado mas de 500 especies del género
Artemisia con gran cantidad de compuestos, entre
ellos terpenoides, flavonoides, cumarinas, acidos
cafeoilquinas, poliacetilenos con variaciones oxi-
dativas o estereoquimicas, que son probablemente
compuestos obtenidos de las fracciones en estu-
dio, pero que aun falta por caracterizar.

La metodologia empleada en el presente estudio
mostro la ventaja de utilizar la combinacién de
hexano:metanol para fraccionar y obtener mayor
cantidad de compuestos presentes por polaridad.
En un estudio similar, realizado por Giang et al.
(22), su muestra que el mejor mecanismo para
separar los compuestos de A. japonica era con
N-hexano, diclorometano y acetato de etilo. Este
estudio buscaba separar terpenos e isobmeros deri-

vados de las artemisininas, al mejorar la obtencion
de compuestos no polares. Similar proceso fue
aplicado en el presente trabajo, donde la separa-
cién de compuestos polares y no polares (hexano:-
metanol) permitio obtener fracciones pequenas de
artemisininas.

Como se mencion6 en la metodologia, los com-
puestos clorofilicos del extracto etandlico se retira-
ron por medio de tonsil, por columna de gravedad
al vacio; este proceso es rapido y facilité la separa-
cion; ademas, la conformacién de los compuestos
presentes en el extracto no fue alterada, como se
corrobor6 en el andlisis de fracciones. Con estos
resultados se observo la calidad de las diferentes
subfracciones analizadas para llevar a cabo los es-
tudios de explantes abomasales (29).

Explantes abomasales

Los resultados obtenidos por los explantes abo-
masales de ovino se muestran en la Figura 1. Las
muestras de explantes de tejido abomasal corres-
pondientes al grupo tratado con levamisol inhibie-
ron el 100 % la invasién de L, al tejido abomasal.
Las muestras analizadas con la artemisinina comer-
cial y la fraccién Ac3h, Ac3b y Ac4b mostraron in-
hibicién de la invasién de tejido alrededor del 30
%; sin embargo, esta reduccién no fue estadistica-
mente significativa (p > 0.05), pero esta indicando
un efecto que podria incrementar, posiblemente,
por combinacion de fracciones.
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Figura 1. Proporcion de L, de H. contortus expuestas al levamisol y artemisininas obtenidas del extracto
etanélico de A. cina recuperadas de la digestion del tejido abomasal.

* Porcentaje y error estandar. Diferencia significativa (p < 0.05).

Los resultados obtenidos de los explantes aboma-
sales muestran, claramente, que el efecto de inhi-
bicion de L, a tejido no increment6 como se es-
peraba; el efecto del levamisol es a nivel nervioso
(inhibe la sintesis de acetil colinesterasa) (30). El
efecto de las artemisininas podria no estar presente
o en baja proporcion (30 %), como se observé en el
presente estudio. Las larvas de H. contortus colec-
tadas postratamiento con las fracciones de A. cina
mostraron motilidad, al igual que el control con
agua; por tal motivo se considera que el bajo por-
centaje del efecto nematicida de las artemisininas
en contra de L, sin vaina de H. contortus requiere
de otros mecanismos para inhibir la invasion de
larvas al tejido, mecanismos que se deben estudiar
a futuro. Las fracciones de artemisininas en estu-
dio requieren de mayor caracterizacion quimica
para poder identificar el metabolito responsable
del efecto nematicida; el bajo porcentaje de efica-
cia podria ser enriquecido a futuro si se considera
la identificacion de metabolitos y estudios de si-
nergismo. Se debe continuar con la busqueda del
efecto nematicida sobre otro estadio parasitico.

A través de la técnica de explantes abomasales se
ha evaluado la asociacion de L, de nematodos gas-
tricos con el tejido abomasal, como un estudio de
simulacién in vivo (25); la asociacion es un proceso
importante para el establecimiento de la infeccion.
La primera fase esta representada por el estableci-
miento larval, donde ocurren dos pasos esenciales:
el desnudamiento de larvas (eliminacion de vaina)
y la penetracion en la mucosa abomasal a través
de quimiotactismos (pH, temperatura, enzimas, at-
moésfera, etc.). El papel de la asociacion durante la
actividad enzimatica de la larva para eliminar la
segunda muda inicia con la mucosa, y posterior-
mente se presenta la invasion a tejido (31). En el
presente estudio se observé un porcentaje de aso-
ciacion bajo en cuanto al mecanismo de accion de
las artemisininas obtenidas del extracto etandlico
de A. cina.

Se ha demostrado que las larvas de nematodos
gastroentéricos de rumiantes expuestas a taninos
condensados disminuyen su capacidad de asociar-
se al tejido en explantes abomasales (32), lo que
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no ocurrié con este estudio; por lo tanto, se descar-
ta que su mecanismo de accién sea inhibiendo la
asociacion larval. Futuros estudios son necesarios
para evaluar el posible mecanismo de A. cina so-
bre nematodos, asi como para identificar el meta-
bolito responsable de una actividad minima, pero
que podria ser relevante, considerando que es un
método inocuo para los animales y sus derivados.

Conclusiones

El extracto etandlico de A. cina contiene pequeiias
cantidades de artemisininas, aisladas por el mé-
todo de cromatografia en capa fina. Se concluye
que el sistema mas apropiado para la colecta de
artemisininas es utilizando hexano:metanol a una
concentracion de 80:20. Las fracciones obtenidas
de A. cina no mostraron efecto potencial sobre
la asociacién de L, a la mucosa abomasal como
resultado de la medicién por medio de explantes
abomasales. Se concluye que su mecanismo de ac-
cion no es inhibir la penetracion de L, a la mucosa,
posiblemente es sobre otros estadios.
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