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ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the fascioliscide activity in vitro o some
extracts of Estafiate (Artemisia ludoviciana Nutt. spp mexicana) from different polarities,
using different organic solvents (hexane, methanol and ethyl acetate) in tropical plants from
Veracruz, Mexico. The evaluation was carried out in newly artificially excysted Fasciola
hepatica metacercariae, incubated at 37°C in sterile 24 well NUNC culture plates in 5%
CO, atmosphere. Each extract was tested by triplicate at concentrations of 125, 250, 375
and 500 mg/L, including always non-treated controls. The efficacy was assessed on the
mortality rate based on the number of live and dead flukes after 24, 48 and 72 h post-
exposure compared against the non-treated control using an inverted microscope at 40X.
The results obtained indicated that after 24 hours the methanolic extracts and the ethyl
acetate exerted an efficacy of 100% (p<0.05), while the hexanic extract showed an efficacy
of 71%, reaching a 100% at the 72 hours evaluation (p<0.05). ). It is concluded that all raw
extracts from A. ludoviciana showed a promising efficacy in vitro against newly excysted
flukes, suggesting that further work should be undertaken to identify the secondary
metabolites responsable of this fascioliscide activity.
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RESUMEN



El objetivo del presente estudio fue evaluar en condiciones in vitro € efecto fasciolicida de
extractos de Estafiate (Artemisia ludoviciana Nutt. spp mexicana) de diferentes polaridades,
utilizando solventes organicos (hexano, metanol y acetato de €tilo), de plantas recolectadas
en e estado de Veracruz, México. La evaluacion se llevd a cabo con formas jovenes de
Fasciola hepatica, desenquistadas artificialmente e incubadas en cajas estériles de cultivo
de 24 pozos a 37°C, en una atmésfera de CO, a 5%. Las concentraciones a las que se
expusieron por triplicado fueron de 125, 250, 375 y 500 mg/L, incorporando siempre los
correspondientes controles. Como farmaco de referencia se utilizd Triclabendazol a
concentraciones de 10 y 50 mg. La eficacia se midi6é en base a porcentaje de mortalidad,
comparando la sobrevivencia del grupo tratado con relacion a grupo control, llevando a
cabo lecturas a las 24, 48 y 72 h post-exposicion usando un microscopio invertido (40x).
Los resultados obtenidos en los bioensayos, indican que a partir de las 24 horas, los
extractos metandlicos y de acetato de etilo tienen una eficacia del 100% (p<0.05), mientras
que e extracto hexanico mostro una eficacia del 25% (p<0.05). Se concluye que los
extractos metandlicos y de acetato de etilo de A. ludoviciana, presentan una eficacia
promisoria in vitro contra fasciolas recién desenquistadas, |o cual sugiere continuar con la
obtencion de fracciones para identificar los principales metabolitos secundarios como
posibles responsables de esta actividad fasciolicida.
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1. INTRODUCCION

Una de las parasitosis mas importantes a nivel mundial, dentro del campo de la medicina
veterinaria, es lafasciolosis, la cua es provocada por € trematodo Fasciola hepatica. Este
parésito es de ciclo indirecto y se localiza en conductos bhiliares de rumiantes, suinos,
équidos, conejos y ocasionalmente en el hombre (Vera, 2011).

Es una de las enfermedades hepéticas mas importantes ya que ocasiona pérdidas
econdmicas estimadas en millones de délares (PAHO, 2003; FAO, 2003) El ganado se ve
afectado en los parametros productivos, reproductivos, decomisos en rastros y en algunos
casos la muerte del animal. Es una enfermedad que ha evolucionado con € paso del tiempo
debido a crecimiento de laindustria ganadera anivel mundia y al cambio climéatico que ha
permitido la adaptacion del huésped intermediario (Dargie, 1987; Rojo, et a., 2012).

Durante décadas, e principal método de control de esta enfermedad ha sido la
quimioterapia, por desgracia, debido a uso indiscriminado de estos farmacos junto con la
mala prevencion y diagnéstico ha permitido la generacion y aumento de resistencia
(Kaplan, et a., 2012; Olaechea, et d., 2011; Ceballos, et a., 2010; Mall, et a., 2000). Una
alternativa a esta problematica, es la medicina herbal o €l uso de extractos de plantas con
efecto parasiticida. Diversos investigadores han demostrado eficacia parasiticida in vitro de
diferentes extractos de plantas en contra de distintas especies de parasitos, tales como
Haemonchus contortus (Alonso, et al. 2008), Trichostrongylus colubriformis (Alonso, et al.
2008a), Paramphistomum explanatum (Hossain, et al. 2012), Paramphistomum cervi
(Zahir, et a. 2012), entre otros.
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Sin embargo, la informacion disponible con relacion a uso de extracto de plantas con
actividad fasciolicida es limitada. Dentro de los extactos de plantas evaluados contra F.
hepatica se encuentra el Estafiatae (Artemisia ludoviciana Nutt. spp mexicana) (lbarra, et
al., 2012; Vera, et a., 2008; Ferreira, et al., 2011; Alvarez, et a 2015).

El Estafiate (A. ludoviciana) es una planta de climas calidos, semisecos y templados, se
puede encontrar desde Canada hasta Guatemala; su uso es principalmente medicina para
tratar afecciones gastrointestinales y respiratorias (Aguilar, et a. 1994). Recientemente los
extractos de esta planta estdn siendo motivo de evaluacion para determinar Si existe
actividad fasciolicida bajo condiciones in vitro.

El objetivo del presente estudio fue & de determinar y evaluar la actividad fasciolicida in
vitro de los extractos crudos de Estafiate (A. ludoviciana Nutt. mexicana).

2. MATERIALES Y METODOS

La colecta del material vegetativo se llevo a cabo en e municipio de Tlapacoyan, en €l
estado de Veracruz, México, de acuerdo ala metodologia descrita por Monroy, et al (2007);
y Rodriguez et al. (2009).

Los extractos crudos se obtuvieron en € laboratorio de fitoquimica de la Facultad de
Estudios Superiores (FES) IztacalaaUNAM. Se utilizaron las hojas secas y molidas de la
planta, alas cuales se adicionaron hexano, metanol y acetato de etilo en una proporcion de
100 grs. de planta por 500 ml. de solvente. Se realizaron de 3 a 5 destilaciones de cada uno
de los solventes cada 7 dias. Los extractos obtenidos se almacenaron en envases de vidrio a
unatemperatura de 4°C, hastala evaluacion in vitro.

La evaluacién fasciolicida in vitro se llevé a cabo en e laboratorio de Quimioterapia
experimental de helmintos del Departamento Parasitologia de FMVZ-UNAM. Para ello se
utilizaron fasciolas desenquistadas artificialmente de acuerdo a la técnica descrita por
Ibarray Jenkins, (1984). Las fasciolas fueron expuestas por triplicado a las concentraciones
de 125, 250, 375 y 500 mg/L de cada uno de los extractos, incorporando los
correspondientes testigos de cada solvente para corroborar que por si solo no afecta a
parésito. Adicionalmente, se utilizd Triclabendazol como farmaco de referencia a las
concentraciones de 10 y 50 mg; este procedimiento se realizo en cgjas de cultivo celular de
24 pozos. Las lecturas de la prueba se llevaron a cabo a las 24, 48 y 72h postexposicion,
utilizando un microscopio invertido a 40 x. La eficacia anti-fasciola se midié comparando
la sobrevivencia del grupo tratado con relacién al grupo testigo (Marchiondo, et al., 2007).

No. de Fasciolas en e grupo Testigo — No. de Fasciolas en € grupo Tratado
Eficacia (%)= X 100
No. de Fasciolas en € grupo Testigo
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Los datos obtenidos, se analizaron por medio de la prueba de Kruskall-Wallis con un
intervalo de confianza del 95% para determinar si existen diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (Systat Software V12, 2011).

3. RESULTADOS

Los resultados obtenidos, indican que a partir de las 24 horas postexposicion, € extracto
metandlico y el extracto de acetato de etilo tuvieron una eficacia del 100%, mientras que €
extracto hexénico mostré una eficacia del 71%, alcanzando € 100% a las 72 horas
(P<0.05). En cuanto a la concentracion y a tiempo, se observd que son factores
determinantes en la eficacia total, obteniendo porcentgjes superiores a 90%, en las
concentraciones atas a las primeras 24 horas y del 100% de eficacia a partir de las 48
horas, respectivamente y mostrando diferencias significativas con respecto a los testigos
(P<0.05). Los extractos que presentaron eficacia superior a 90%, fueron reevaluados in
vitro, para confirmar resultados, obteniendo resultados similares a la primera evaluacion
(P<0.05). El triclabendazol, presentd 100% de eficacia desde las primeras 24 horas, en sus
dos concentraciones (10 y 50 mg).

Tabla 1. Porcentaje de eficacia in vitro de extractos de Artemisa ludoviciana, con solventes de
distinta polaridad y concentracién.

TIEMPO EXTRACTO/SOLVENTE CONCENTRACION (mg/L)

(horas) 125 250 375 500
Metandlico 100 100 100 100

24 Acetato de etilo 100 100 100 100
Hexanico 71+ 0.072* 100 100 100

Metandlico 100 100 100 100

48 Acetato de etilo 100 100 100 100
Hexanico 83 + 0.068* 100 100 100

Metandlico 100 100 100 100

72 Acetato de etilo 100 100 100 100
Hexanico 100 100 100 100

4. DISCUSION

En la actualidad, los extractos de plantas han demostrado ser un alternativa més para €
control y tratamiento de diversas enfermedades a nivel mundial, sin embargo ain es un
campo en e que hace faltainvestigacion para determinar completamente su potencial.

Dentro de este estudio, se demostrd la eficacia anti-fasciolain vitro de extractos herbales de
A. ludoviciana, estos resultados concuerdan con investigaciones anteriores (lbarra, et al.
2012; Alvarez, et a. 2015), lo cual demuestra que esta planta tiene un efecto en contra de
Fasciola hepatica, sin embargo aln es necesario realizar estudios a fondo para determinar
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el o0 los metabolitos secundarios de la planta que tienen esta actividad, por lo cua es
necesario realizar €l fraccionamiento, identificacion y aislamiento de los mismos

Estudios previos en ratones CD1 han demostrado que el extracto de Estafiate no tuvo
ningun tipo de toxicidad hepética o rena Ibarra, et a (2012a), no obstante se necesitan
realizar estudios para determinar las correspondientes concentraciones en rumiantes. Sin
embargo es sumamente importante redizar esto en el huésped natural (rumiantes) con la
finalidada de determinar si estos extractos pueden fungir como una opcion inocua y viable
parael tratamiento de lafascilosis.
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