1. INTRODUCCION
1.1. Amibiasis.

La amibiasis es una enfermedad producida en los bumanos por & protozoario parsito conocido
como Entamoeba histolytica. Esta infeccién es una de las enfermedades parasitarias més frecuentes
ya que s estima que aproximadamente un 10% de la poblacion mundial se encuentra afectada por
ella (WHO, 1969,81). Este alto grado de incidencia es el resultado de un pobre estado
mmmym«hmmmabmmmmmmm
estudio serolégico que compara la prevalencia de la amibiasis enire paises de diferentes status
socioecononricos. Asi también los altos niveles de seropositividad entre Ia poblacion general de la
son: hacinemiento, ignorancia, falta de agua cowiente, ¥ e uso de métodos inadecuados para ¢l
deshecho de los excrementos lumanos (Gutiérrez y col, 1976).

Semejante g otros pardsitos de vida libre, el ciclo de vida de Entamoeba se desarrolla 8 través de
una alternancia de crecimiento trofozoitico y de Ia formacidn peniddica de quistes (Foto 1). La
forma mévil del parisito o trofozoito nsualmente habita como comensal en fn huz del mtestino
grueso de los pacientes sin causar ningun dailo donde se mwltiplica y se diferencia a quiste, la
forms resistente y responssble de la transmision de Ia infeccion. El estudio del trofozoito
normalmente estd encaminado hacia e conocimiento de la patogénesis y es donde existe mayor
informacion al respecto. El quiste sin embargo, aim siendo la forma infeccioss, ha side
relativamente menos estudiado, asi como el proceso mismo del enquistamienta, ¢l cual, implica una
serie de complejos cabios morfologicos y biogquimicos poco conocidos.

En la mayoria de los casos, principalmente en los paises desarrollados, la conocida amibiasis
lumingl producids por E Aistohtica o produce sintomss, en cambio, en los paises
subdesarrollados, el paréisito puede actuar como patdgeno y ser la causs de la amibiagis invasors,
Los sintomas més commmes de la infecciom sintomética son Ia disenteriz la cual ocurre cuando las
cépas virulentas invaden la mucosa intestinal y Ias lesiones extraintestinales principalmente el
absceso hepéatico, et cual ocurre cuando los trofozoftos alcanzan e torrente smguineo. Este ultimo
puede llegar a ser fatal a menos que se diagnostique coa proatitud y sea tratado correctamente
(Sepulveda y Martinez-Palomo, 1934).

La manera més comim de la transmision de este parisito es la ingestion de alimentos o de agua
coutaminada con quistes. Los individuos portadores de quistes son la principal fuente de infeccién
y con mayor razon s son los encargados de la preparacion de alimentos. Los quistes permamecen
vivas en las heces y com capacidad infectiva basta por varios dias llegando a sobrevivir en el suelo
por aproximadamente 8 dias a 34-38 °C y por mis de un mes a 10 °C. También pueden permanecer
infectivos en agua fresca, agua de mar, aguas negras y en el suelo kirmedo. Pueden removerse det
agua pur filtracion pero mo 30n destruidos por la concentracion de cloro afiadils ordinariamente
para purificar el agua (Foto 2).



FOTOGRAFIA No.l CICLO VITAL DE Entamoeba invadens, CEPA IP-1.




FOTOGRAFTA No. 2 CICLO INFECTIVO DE LA AMIBIASIS,

4




1. 1. 1. Distribucion Global de la Amibiasis:

Aunque estudios relacionados con la distribucién mundial de la amibiasis estiman que solo una
pequefia fraccion del mimero total de individuos infectados poseen la amibiasis de tipo invasora, y&
sea esta de tipo intestinal o extramntestinal, en los paises donde la forma invasora representa un
problema de salud publica un elevado porcentaje de los individuos que presentan esta infeccion
muestran evidencias clinicas de la enfermedad. Aim en zonas de clima templado donde la sociedad
generalmente es de nivel sociceconémico prospero y donde el numero de casos de amibiasis
invasora es muy bajo, es muy importante que el médico se encuentre familiarizado con esta
enfermedad ya que un fracaso en el diagnéstico, por ejemplo llegar a confundirla con una colitis
uicerosa, podria llegar a producir un desenlace fatal.

La forma mas comin de la transmision de esta enfermedad se produce por ingerir comida
contaminada con quistes o por la transmision fecal-oral de persona a persona. El riesgo mayor se
encuentra con los portadores asintométicos que de alguna manera estin relacionados con ila
preparacion y el manejo de los alimentos. La amibiasis puede ser también considerada como una
enfermedad de transmisién sexual, especialmente entre individuos homosexuales y, en afios
recientes la amibiasis de tipo luminal ha alcanzado niveles hiperéndemicos en ciertas poblaciones
urbanas homosexuales.

En Africa, Asia y América Latina la amibiasis invasora representa un fuerte problema de salud ya
que en estos paises se combinan varios factores como son: condiciones samtarias inadecuadas, una
alta incidencia de cepas virulentas de E. histolytica y el uso de pruebas de baja confiabilidad para
un buen diagndstico lo cual se traduce en una elevada incidencia de infecciones de tipo sintomatico
de esta enfermedad. Asi la proporcion de la poblacion mundial infectada con amibas parece
continuar siendo la misma, sin embargo, como resultado del crecimiento de la poblacion, la
prevalencia de la infeccion se ha incrementado (Walsh 1986%) y estimaciones realizadas por este
autor (1986") sugieren que en 1984 probablemente 500 millones de personas se encontraban
infectadas con el par@sito y de esias, 38 millones Uegaron a desarrollar una colitis de tipo
incapacitante o un absceso hepatico. Ademas de estas, aproximadamente de 40,000-100,000
muertes fueron atribuidas a la amibiasis y en escala global, la amibiasis probablemente sea la
tercera causa de muerte producida por un protozoario parasito inmediatamente debajo de la malaria
y la cistosomiasis.

1.1. 2. El Parisito:

E. histolytica es uno de los eucariotes mjs primitivo. El movimiento o actividad de los trofozoitos
se basa en un simple arreglo de su citoplasma, el cual carece de los organelos encontrados en la
mayoria de los ecucariotes como seriant un citoesqueleto estructurado, microtubulos
citoplasmaticos, un sistema de membrana equivalente al complejo de Golgi y el reticulo
citoplasmico presente en los eucanotes superiores, mitocondrias y un sistema primario y secundario
de lisosomas (McLaughlin y Aley, 1985; Martinez-Palomo, 1982,1986). Pero, este pequefio (10-40
um), fragil y sensible (temperatura) protozoario, es capaz de colonizar el intestino grueso de un
gran porcentaje de nuestra poblacion muyndial. Y ademds, bajo circunstancias ain desconocidas
puede invadir la cubierta del intestino y llegar eventualmente a destruir cualquier tejido del cuerpo
bumano, evadiendo simuitineamente la respuesta inmune del individuo hospedero. A menos que se
reprima este parasito con un tratamiento adecuado, ia amibiasis invasora puede continuar con su
actividad destructiva hasta causar la muerte del hospedero.
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El ciclo de vida de E. histolytica consiste de tres estados consecutivos: el trofozoito, el quiste y el
metaguiste. Los trofozoitos residen en el colon donde se multiplican por fision binaria y se
enquistan legando a producir después de dos divisiones nucleares sucesivas quistes tetranucleados
tipicos. Pero no se conocen los detalles acerca de los mecanismos implicados en la division nuclear
y en la determinacion del nimero de cromosomas. Los quistes son localizados en las heces de
individuos portadores como cuerpos hialinos de 8-20 pm de didmetro, con una pared rigida
formada probablemente por quitina (Fig. 4) y glicoproteinas, 1a cual, protege a la amiba fuera del
cuerpo humano. Los quistes no se desarrollan dentro de los tejidos.

Los trofozoitos no son importantes en la transmision de la enfermedad, ya que en el medio
ambiente externo solo viven por muy poco tiempo y no sobreviven a la exposicion de acido
clorhidrico ni a la de las enzimas digestivas que se encuentran en el tracto gastrointestinal.

Algunos de los problemas que han obstaculizado el entendimiento de la biologia del parasito son: 1a
aparente simplicidad de la organizacién estructural de su citoplasma lo cual deja casi sin utilidad la
gran cantidad de informacién respecto 2 la biologia celular de otros eucariotes mas desarroliados; la
presencia de numerosas y potentes proteasas y nucleasas; la fragilidad de las amibas, lo cuat
obstaculiza su manipulacién; la extrema sensibilidad de los cultivos axénicos a pequeifias
variaciones en los componentes del medio de cultivo y la falta de un medio de cuitivo que
promueva el enquistamiento de amibas axénicas.

La composicion lipidica de su membrana es inusual (Cerbon y Flores, 1981) ya que al menos una
docena de glicoproteinas han sido encontradas después de purificar sus membranas plasmaticas
(Aley y col. 1980). Los anticuerpos que interactian con los antigenos de la superficie producen una
movilizacién notable de los complejos hacia el uroide (Pinto da Silva y col,, 1975). Este fenémeno
asi también como la resistencia al complemento (Calderén y Tovar, 1986; Reed y col,1986) y el
encubrimiento con las proteinas del hospedero, representan [a hipotesis de como este pardsito evade
la respuesta humoral del mismo.(Trissl, 1982; Krestchmer, 1986).

Todo lo anterior trae como consecuencia, que actualmente aiin no se conozcan con certeza las bases
celulares y moleculares de procesos fundamentales como son: la diferenciacion de los trofozoitos a
quistes y los mecanismos de evasion de respuesta inmune del hospedero gue hacen que un
comensal inocuo se transforme en un invasor dafiino. Por todo esto, es clara la necesidad de
estudios de investigacion acerca de la biologia del parasito para tratar de controlar su propagacion.

1.1. 3. Diferencias entre Cepas Amibianas:

Dos aspectos que nos dejan perplejos acerca de la biologia de E. Aistolytica son la expresion
variable de su potencial patogénico y la restriccion general de la amibiasis invasora a ciertas areas
geograficas (aunque los brotes endémicos pueden ocurrir en cualquier lugar) a pesar de la
distribucion mundial del parésito (Sepulveda y Martinez-Palomo,1984; Martinez-Palomo, 1987).

Un mayor avance acerca del entendimiento de la apmbiasis ha sido la demostracion de consistentes
diferencias bioquimicas entr¢ las copas patOgenas y las no-patdgenas de E. histobyftica.
Primeramente se mostré que las cepas no-patagenas dtfieren de las patogenas (arsladas de amibiasis
invasora) en ciertas propiedades de superficie, esto refuerza la hipotesis de Brumpt en 1923, quién



establecié que una especie de amiba era la responsable de la amibiasis luminal y que en cambio ia
amibiasis invasora era causada por otra amiba morfolégicamente similar pero de diferente especie.

Las diferencias iniciales marcan que las cepas patogenas presentan una alta susceptibilidad para
aglutinarse en presencia de concanavabina-A (Martinez-Palomo y col,1973), falta de carga
superficial negativa a pH neutro (Trissl y col.,1977), alta capacidad eritrofagocitica (Trissl y col.,
1978) y, habilidad para destruir monocapas de células epiteliales en cultivo.

La diversidad entre las cepas patégenas y no-patdgenas de Entamoeba se ha reforzado con los
resuitados obtenidos a partir de los estudios realizados por Sargeaunt y col. (1982) con marcadores
metabolicos. Despuesdeaphcarestatemcadetsoenmnasamsladosdeannbasobtemdosde
varios continentes se demostrd que los parésitos obtenidos de casos de amibiasis invasora bien
caracterizada se pueden agrupar en 8 o mas diferentes patrones los cuales, se distinguen por la
presencia de una banda B y la ausencia de una banda o en la enzima de fosfoglucomutasa y por la
presencia de bandas de rapido corrimiento en la hexoquinasa. Todos los zimodemos restantes se
encontraron en probables individuos portadores. Y como era de esperarse, los patrones patogénicos
de las isoenzimas fueron encontrados también en algunos aislados de pacientes portadores de
quistes asintomaticos (Meza y col. 1986).

Ast, la hipOtesis acerca de que las cepas patégenas son distintas de las no-patégenas, parecia ser
razonable pero posteriormente surgieron observaciones que muestran, que al menos en condiciones
mwtrolospatronesdelaslsoenz:masnopermanecenmbles Se ha demostrado que la
axenizacion de una cepa gue posee un patron de isoenzima no-patogena conduce ademis de su
adquisicién de virulencia, a la reversion del zimodemo po-patdgeno a otro patogeno. Esta inversion
pudo encontrarse también en cepas patogenas en cultivo con ciertas bacterias la cuales se observo
que pueden cambiar a un patrén iso-enzimético no-patogeno (Mirelman y col, 1986").

Inicialmente podria pensarse que esto era debido a la presencia de poblaciones de tipo heterogéneo,
pero después de proceder a realizar el cloneo de ambos tipos de cepas (patogenas y no-patogenas),
se obtuvieron los mismos resuttados con los cultivos de clonas.

1.1. 4. Bases Biologicas de su Actividad Litica.

A pesar de que se han realizado muchos intentos para tratar de identificar la causa o factor
responsable de la actividad litica o destructora de tejidos de las amibas, hasta la fecha esta actividad
no ha podido ser atribuida & una simple proteina, toxina, enzima, organelo o funcion celular. Asi, la
notable actividad litica del pardsito parece ser el resuttado de la combinacion de varias causas o
factores que implican: la liberacién de toxinas, enzimas, la actividad moévil del parasito, actividad
fagocitica &vida y una maquinaria citoplasmatica eficiente que rapidamente degrada los
componentes celulares digeridos tanto celulares como extracelulares (Martinez-Palomo,1986).

A la fecha la participacion de los mecanismos inmunoldgicos en la patogénesis de la amibiasis
invasora no han sido totalmente aclarados, ya que en ¢ bumaco los anticuerpos antiamibianos
circulantes son de interés solo para el diagnostico y para su consideracién epidemiologica y parece
ser que en el control de las infecciones invasoras establecidas no son de gran importancia.



1.1.5. Métodos de Diagnéstico,
Una de las principales prioridades de estudio y que a la fecha ha recibido poca importancia es:
el desarrollo de nuevas técnicas de diagndstico para la amibiasis que resulten simples y confiables.

El diagndstico de la amibiasis intestinal recae solo en la simple identificacion de quistes en las
heces de los pacientes, vy, este procedimiento no es muy confiable ya que ademis de que toma
mucho tiempo esta lleno de resultados falsos positivos y falsos negativos. Por esta razom se deben
de fomentar el uso de nuevos métodos biotecnologicos que empleen anticuerpos monoclonales o la
extraccion e identificacion del DNA para la correcta deteccion de la enfermedad.

1.1.6. Tratamiento:
Los amebicidas han contribuido grandemente a dismimur la morbilidad y la mortalidad causada por
la amibiasis.

Las drogas antiamibianas se pueden clasificar en tres grupos: amebicidas luminales, amebicidas
tisulares y amebicidas mixtos:Los amebicidas con actividad Iuminal mas frecuentemente utilizados
en la clinica son las diyodohidroxiquinoleinas y el furoato de diloxanida.

Los amebicidas efectivos en amibiasis de tipo tisular: son la emetina hidroclorada y la
dehidroemetina, los cuales actiian sobre el higado, pared intestinal y de otros tejidos. Actualmente
se cuenta también con la cloroquina la cual, se ha comprobado que solo actia sobre infecciones
amibianas localizadas en ¢l higado. Pero existen algunos reportes acerca de que la emetina y la
dehidroemetina pueden ilegar a resultar t6xicas para el misculo cardiaco.

El metromdazol, el nitroimidazol y sus derivados, el secnidazol, el nirnorazol y el tinidazol son
amebicidas que resultan efectivos tanto a nivel tisular como luminal. Estos amebicidas ademas de
la ventaja de ser activos en ambos sitios y de que la ruta de su administracion es la via oral son
terapéuticarnente  efectivos. Generalmente hay buena tolerancia a ellos, pero existe [a
fnconveniencia de algunos estudios que muestran que su uso es capaz de producir efecto
carcinogénico en roedores y otros que indican que sen potencialmente mutagénicos en bacterias.

1.2, Medicina Tradicional.

La herbolaria se ha utilizado desde los albores de la humanidad. El conocimiento de las plantas
medicinales forma parte de la cultura de cada etniz y regién. Cuando las plantas son seleccionadas
al azar para cualquier tipo de estudio la probabilidad de encontrar actividad biologica disminuye en
comparacion de cuando se seleccionan sobre la base de su uso etnobotinico (uso de las mismas por
varias culturas (Huxtable 1992).

La tradicion sefiala la identificacién de las especies ufiles, su recoleccidn, procesamiento y
almacenaje, asi como las indicaciones terapéuticas, contraindicaciones y efectos secundarios.
Aunque el desarrollo de este tipo de terapia no ha seguido el método cientifico debemos de
reconocer que se ha basado en la observacion acuciosa de los fenbmenos y constituye en muchos
casos ejemplo del empirismo exitoso.



Por otra parte debemos recordar que los antecesores de la medicina modersa como Hipdcrates,
Galeno, Avicena y Maimonides utilizaron con frecuencia este tipo de preparaciones herbales en
diversas terapias. De hecho sntes del desarrollo de ln quimica farmacéutica era comiin & empleo de
terapias herbales dentro de la medicina alopética ortodoxa.

Sin embargo, los remedios de origen vegetal fueron cayendo en el desuso por Ia medicing alopitica
POt varias razones, entre otres podemos sefialar Ia identificacién de las plantss »0 siempre ern
cuidadosa y en ocasiones se recoloctaban especios sin propiedades terapéuticas, los preparados
dificilmente se podian estandarizar por lo que habis grandes variaciones en sus contenidos y efectos
terapéuticos, y ademds no se contaba con estudias controlados que avalaran su seguridad y eficacia.

En aftos recientes se ha originado un regreso a Ia fitoterapia en este continente como también en el
europea por todo esto, ante la necesidad de nuevos enfoques médicos para trastomos o
enfermedades en los que estos productos ofrecen eficacia, con efectos secundarios practicamente
mulos.

Estos mevos desarrollos de fitoterapia se han centrado en resolver los puntos débiles de Ias terapias
herbales tradicionales, seleccionando las especies y subespecies de plantas con propiedades
terapéuticas y se les ha cultivado en condiciones controladas, se han dessrrollado avanzados
métodos de extraceion, procesamiento y estandarizacién que permiten contar con kotes equivalentes
del producto con efectos terapérticos constantes y reproducibles y la seguridad y eficacia de estas
mrevas formas de fitoterapia se han demostrado en estudios clinicos controlados en instituciones
prestigiosas.

Por lo tanto la mueva fitoterapia combina la seguridad y el efecto terapéutico adecuado de las
medicaciones herbales con el rigor del método cientifico de los estudios clinicos y de los estindares
de la manufiactura de los medicamentos.

La thiisqueda de principios activos aislados de productos natursales que actilen sobre los procesos de
enquistamiento y/o desenquistamiento de estos protozoarios coatribuird tanto en el desarrollo de
muevos firmacos para e tratamiento de la smibiasis asi comw en I produccién de muevns
estrategias con la finalidad de controlar la diseminacin de osie pardsito.



2. ANTECEDENTES

Ls amibiasts ¢s una eafermedad originada por el protozosrio pardsito Ervamoeba histolytica.
Semejante a otros pacisitos de vida libre, @l ciclo de vida de Emamoeba (Foto. 7) se desarrolla &
través de una altermancia de crecimiento trofozoitico y de la formacién periddica de quistes
(Vazquezdelara-Cisneros, 1984 y Avron, 1986). El conocimiento acerca del ciclo de vida de este
parasito requicre del estudiv de su estado trofozoitico, del quiste, del proceso de enquistamiento o
diferenciacion celutar de trofozoito a quiste y del de desenquistamiento_ El estudio del trofozoito
novmalmente esté encaminado hacia el conocimiento de la patogénesis del parisito y es donde
existe mayor informacion al respecto. El quiste, sin embargo aim siendo la forma infecciosa, ha
sido relativamente menos estudiado, asi como e proceso msmo del enquistamiento, ¢ cual implica
una seric de compiejos cambiog morfolégicos y bioguimicos poco conacidos.

El estudio de las amibas del género Emamoeba resulta especialmente importante porque incluye
especies pardsitas para el hombre y algunos animales, Las dos especies més conocidas y estudiadas
son: ls parisita para ¢l bumano (Framoeba histolytica, Schauding 1903) y la perdsita parz reptiles
{ntaonoeba invadens, Rodhain 1934).

Una enfermedad en los reptiles con gran parecido a la amibiasis e e hombre fue descrita en 1933
por Ratcliffe y col. y asociada directamente con Ertamoeba. Tres aflos méds tarde se establecid que
el parisito aislado de los reptiles era muy smilar 8 Emamoeba hisiolytica tanto en la morfologia
del trofozoito y del quiste como en sus procesos de diferenciacion, desenquistantiento y en sus
cambios metaquisticos (Getman, 1936).

Anteriormente la mayor parte de los estudios realizados sobre el enquistamiento i vire de E.
histolytica se realizaban en cultivos mixtos o poliaxénicos, debido principaimente a la falta de un
medio de cultivo que permitiera i mantenimiento del protozoerio libre de otros microorganismos
(McConnachie, 1969, Rees, 1941 y Snyder,1941). Con los reportes del Dr. Diamond en 1968 donde
dio a conocer la formulacion del medio TP-S-1 pema la cultivacion axénica de este protozosrio v
diez aflos después la del medio TYI-S-33, este sutor proporciond las condiciones favorables para
realizar estudios bioquimicos y fisiologicos de este protozomio y otres especies de Emamoeba i
vitro en condiciones axénicas.

Desde que se desarrollaron los cultivos axénicos para diferentes especies de Entamorba solo Ins
cepas [P-1 y PZ de Enfamoeba ivadens se han logrado enquistar. Rengpien y Bailey en 1975
describieron un medio avénico para el enquistamiento masivo de estas cepas, éste  consiste de un
medio hipotonico carente de glucosa y pammede, con el cual aparecen (0s primeros quistes después,
de 30-48 h luego de que trofozoitos de E. imvadens de la cepa [P-1 mantenidos sxépicamente son
transferidos a este medio en fase de crecimiento logaritmico, produciéndose un enquistamiento de
apraximadamente 70 %. El enquistamicnto de Ia cepa PZ de esta especie de Entamoeba acutre de
usa manera similar pero con menor reproducibilidad y sin embargo, £ histolytica no se logro
enquistar mediante ¢l procese descrito por estos atores.

Posteriormente Das y col. ml%ﬂwblmnmmétododeenqmsummnoaxémcopamhw
E. invadens cepa IP-1 ¢l cual consiste en un medio hipotonico salino y sin mutrientes orginicos.
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El medio presentado por estos autores contiene diferentes sales de dlorure: cloruro de magnesio (30
mM), cloruro de cakcio (30 mM) y cloruro de sodio (45 mM) las cuales inducen af enquistansento 8
ura temperatura menor a la utilizada en el mantenimiento de esta especie.

MmﬁdeomyMwBWulwsmmm&mmwd
enquistamiiento de K. émudens se produce solo si o trofozoito conservaba su forma alargada y
natural, ese mismo afio, Chivez, Martinez-Palomo y De Is Torre (1978) reportaron algunas
smilitudes estructurales entre las paredes de quistes de diferentes especics de Emamoeba: E.
invadens (sislada de reptiles), E. histolytica y E. coli obtenidos de portadores asintouvkticos después

de realizar estudios de estructura ultramicréacopics de la pared de quistes de ostas especies
anubianas.

Omm?smﬂmmBWEhyChw-Tr@(IWS)Wedeny
de difraccién de rayos X con trazadores coloidales de oru demostraron que Ia pared de los quistes
de E. invadens estan constituilas por un polisacérido cristaline denommado quitina (Fig. 4).

En 1984 Vizquezdelara-Cisneros y Arroyo Begovich reportaron otro procedimiento para inducir el
enquistamiento axénico de E. imvadens ceps IP-1 al climinar kk ghicoss del medio de crecimiento
TYI-5-33. También observarom que [as vitaminas adicionadas en &l suera de bovino empleado en la
formulacion de este medio, no son indispensables pars obtener los mismos resultados. En este
mdmdammnmmnqueduempoquesemqmeremqmaemdmmm
dependiente de In densidad del pimero de células o amibas inoculadas, asi mméculodelxlo’
oél/ml requiere solo de 8 h para que se ificie el enquistamiento y quando ol indculo empleado es de
5 x 10° oél/ml se obtiene hasta un 70 % de diferenciscion

Raizada y Krishna-Murti (1972) utilizando diferentes bicaminas como agentes mductores de la
degradacion metabolica del glicdgeno lograron la citodiferenciacion de trafozoito a quiste en
Hartmarnella culbertsoni. Por el contrario los esfiierzos realizados hasta shors para tratar de
enquistar trofozoitos de £. histolytica en medio axénica no han producido resultados satisfactorios.
Los trabajos localizados en la Kteratura sobre el enquistamiento &7 vitro de esta especie patogens
para ¢l twmano solo reportan estudios en cultivos mextos (Cleveland, Stone, Chang y Balamouth).
Los Drs. Ludvick y Shipston (1970} y Trevifio y Feria (1971} coinciden en su observacion de que
un cambio en el medio de cultivo puede producir cambios importantes en la fisiclogia y en la
estructura de £ histolytica.

En 1978 Chévez y col. utilizando las mueves téomicas de microscopia electronica encontraron
similitudes estructurales entre las paredes de los quistes de E. onadens, obtenidos axénicamente y
los de las especies de E. coli y E hisiolytica obtenidos de portadores bymanos asintomaticos.

Couasiderando los estudios de Band y Cirrito que demuestran que la especie de E. invadens requiere
demmuunportunededwmdudewbomypowepoutdﬂmolomgmdm Movales-
Vallarta en 1991 reportd la induccion del enquistamieato mAasivo en trofozoitos de este especie
amibiana en fase de crecimiento logaritmico cultivados en el medio de crecimiento TPS-1 con alta
tension de didxido de carbono y ayunc de glucosa.

11



Este autor mostrd que aunado al enquistamiento las células muestran la aparicion de cuerpos
cromatoides los cuales son estructuras indispensables ya sea en quistes o prequistes de Entamoeba.

Garcia-Zapien y col. en 1995 reportaron la induccion tanto del enquistamiento en trofozoitos de E.
invadens de la cepa IP-1 en un medio con baja concentracién de glucosa (LG) como de su
desenquistamiento en los medios LG y BI-$-33 (Diamond, 1978) de los quistes axénicos producidos
resistentes al detergente. Con estos resultados estos autores sugieren que los trofozoitos de esta
especie amibiana son capaces de modular su fisiologia de acuerdo a los nutrientes y a otros factores
disponibles en el medio pama efectuar los procesos de: crecimiento, enquistamiento y
desenquistamiento con su respectivo crecimiento simulanco.

Castela texana (Torr & Gray)Rose.

La Castela texana o Castela nicholsonii (Torr & Gray)Rose es una planta que pertenece a la familia
de las Simarubaceas, su localizacion corresponde a las regiones aridas del norte de nuestro Pais,
especi e los estados de Durango, Tamaulipas, San Luis Potosi y Nuevo Leon y en el sureste
de Texas (Fig. 5). Desde finales del siglo pasado se encuentran reportes del uso en Medicina
Tradicional de infusiones preparadas con esta planta para combatir problemas de diarreas y
disenterias de tipo amibiano (Standley, 1923 y Uphof, 1968).

2.1, Descripcién Botdnica,

Es un arbusto lefioso de 1 a 2.5 m de altura; posee espinas altemas de 5 a 6 cm de largo; hojas
blanquecinas obtusas de 0.5 a 1.5 c¢m, flores pequeiias de 3 a 4 mm de longitud de color rojo-
naranja en sy exterior y amariilas en su interior formadas por cuatro pétalos y cuatro sépalos. Sus
frutos son de color rojo brillante en forma de chicharo y miden aproximadamente de 6 a 8 mm de
didmetro (Fotos 5-7). Recibe los nombres vulgares de "bisbirinda” en Tamaulipas, "amargoso" en
Nuevo Ledn y "chaparro amargoso® en Texas (Martinez, 1959, Carrrell y Johnson, 1970).

2.2. Qlasificacién Botdnica.

12
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1.3. Especies Mexicanas Conocidas.

El Dr. Xorge Alejandro Dominguez, en 1978 reporté que en México existen cuatro especics de
Castelor: La Castela tortuosa, la Castela peminsulariz, la Castela retxsa y ta Castela texana
(sinouima de la Castela micholsonii) 10das pertenecicntes a Ia familia de las Simarubécess, El Dr.,
Dominguez fue Director del Departamento de Quimics del Instituto Tecnologico y de Estudics
Sum&mgmsmymmmmdmmdemy
muchas otras plantas deyuﬂmmapamrdehnizdehﬁlmma
colectada en esta ciudsd de tres compuestos simaroubolidanos: Ia chaparring, ¢ B-sitosterol y, ¢

amardlido IV y menciona que no localizé ni la glaucarubolona, glaucarubinons ni of glaucarubol.

2.4. Actividad Bioldgica.

De acuerdo con la bibliografia consultada, uns de las primeras publicaciones sobre e uso
farmacologico de ta C. fexana fue la realizada por Putegnat en 1883 quien recomendd o uso del
chaparro amargoso en ¢ tratamicnto de la dinrrea o disentesia amibiana. El esquema terapéutioo
refiere la administracion por via oral de un cocimiento de la planta en agua & 96 °C durante 30
min., o bien hasta que tomase um color amarillo cdaro, ademis &l paciente se lo practicaban
disnamente dos enemas rectales con 500 a 2000 ml del mismo cocimiento, durante dos semanas no
observandose efectos toxicos indeseables.

Posteriormente en 1918, Shepheard y col. obtuvierom resultedos similares wtilizande extractos
acuoses y metandlicos & partir de diferentes partes de la planta en pacientes a quienes se les habia
detectado la presencia de quistes de £ histolytica mediante estudios de laboratorio.

Bosman en 1923, haciendo estudios comparativos de la toxicidad del extracto acuoso de C. texang
con la del clorhidrato de emetina en ranas, peces ¢ intestino y Gtero aislados de gata, demostrd que
la emetina era més toxica que el extracto en sus modelos estudiados.

Uno de los primeros reportes encomtracdos en la literatura sobre la actividad bioldgica in vitro de In
planta fue el del Dr. Nixon en 1914 quien presenté 12 casos de pacientes con disenteria amibiana
tratados con éxito con un cocimiento preparado con C. richolsomii sinommo de C. texana. En su
estudio Nixon hace referencia a un trabajo realizado por el Dr. Frank Paschal originario de San
Antonio Texas, quicn observéd que una dilucion del extracto acuoso de 1:10 000 de esta planta ern
suficiente para inmovilizar a trofozoitos amibianos aisiados de pacienies con absceso hepatico
amibiano y que posteriormente tomen forma esférica y finalmente se destruyan.

Los Drs. Del Pozo y Alcaraz en 1956 trabajando sobre la actividad biologica de la Simaruba glavca
(Simaroubaceae) reportan que un compuesto gislado de ella (la glmucarubma), fue efectivo en 78
pacientes con amibiasis croaica y 9 con disenteria a una dosis de 10-280 mg diarios por 5-30 dias.
Estos resultados fueron confirmados en un estudio presentado por e Dr Van Assendeift y col.
Quienes reportan que esta droga fue bien tolerada y efectiva en un 70% de 113 pacientes con

amibiasis intestinal comprobada por estudios coproparasitoscopicos & una dosis de 5 mg/kg de peso
diariamente por 10 dias.
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Dos afios mis tarde los Dra. Cucker y col. (1958) reportan la estructurs quitnica de l glaucarubina
(C2sHyO1o) ¥, demostraron experimentalmente que es de acciom amehicida directa después de
probario en ratas y permos de bshoratorio com oolitis amibiana. En cambio, estudios in witro
realizados por estos autores indicaron que ki glancarubms mostrd un bajo grado de actividad
antiamibiana in witro y, que e efecto fue solo de tipo amebicida ya que 0o se observd efecta alguno
sobre el crecimiento de las bacterias en sambiosis asociada con los cultivos amibianos (Escherichia
coli, Proteus y Strepiococks) resultando, la emetina de 2-8 veces miés potente que esta droga.

En cste mismo articulo aparece Ia comumicacion personal de jos Drs. Frost, Solotorovsky y
McClelland quienes mencionan e ecfecto que la gleucarubina mostrd sobre otro tipa de
en pijaros (Plasmodium gallinaciwm), tripanosomissis (Zrpanosoma brecei), trichomoniasis
(Trichomonas foetus), enterohepatitis (Histomonas meleagridis) y coccidiosss avicola (Eimeria
tenelia). Este compuesto tampoco mostrd efecto contra las infecciosas naturales de oxiuros ev. o
dscaris (Syphacia obvelata y de Aspiculurus tetrdptera) © de schistosomisis experimental
(Schistosoma mansomi} en ratones. Tampoco uvo efecto i wire sobre ¢ crecumiento de algunay
bacterias del tipo gram (+) o gram (-); ni tampaco, s¢ observd actividml e ratones mfectados con
Micracocus pyogenes, Mycobacterium tuberculasos, virus de polio SK, ai del virus de la influenza
en cerdos.

En 1959 el Dr. Maximina Martinez en o libro de “Las Plantas Medicinales de México™ menciona a
partir de C. texara el aislamiento de tres compuestos glucdsidos reconocidos como: la castelina, la
castelagening y la amargosina ademsis, de resinas, ceras, taninos, saponinas y azicares haciendo
también mencida de que no se encontrd ningim alcaloide. E! cocimieato o preparado con s C.
texana también se ha utilizado en odontologia contra la poliartritis amibiana y Ia Dra. Ana Maria
Orzac (citada por M. Martinez, 1959) refiere on su tesis que su accién terapéutica es similsr a Ia de
la emetina pero 25 veces menos toxica.

En 1975 encontramos otros trabajos con relacion al aislamiento y actividad de otros quassinoides

pero pertenecientes & plantas diferentes a la Castela. Los Drs. Kupchan y cols. de ka Universidad de
Vuglma,USA,mbayamiumhhmquedulpuwdeﬁmdewtgwnmddewagm
que presenten actividad antiimoral encontraron que el extracto etandlico de Brwcea
antidysenterica (Simaroubaceae), originaria de Ftiopia donde es utilizada para o tratamiemo del
cancer mostrd actividad mhibitoria significativa in vizro cootra células derivadas del carcinoma
nasofaringeo tmmano (KB), carcinoms intramuscular Walker en ratas y, contra, las de leucemia
linfocitica P-388 en e raton (PS).

La actividad amileucémice de Ia Brucea antidysernterica y sus principios actrvos motivé a los Drs,
Kupchan y Lacadie a continuar con ol estudio de esta familia de piantas y, asi, encontraron que el
extracto alcohdlico de Ia Pierreodendron kerstingii Little mostrd también sctividad significativa in
vivo contra la leucemia linfocitica P-388 en el rat6n (PS) e in vitro en cultivas de céhulas derivadas
del carcinoma nasofaringeo humano (KB).

Posteriormente todas las investigaciones relaciouadas con ks actividad bioldgica de compuestos
sislados de las Simaroubdceas estuvieron relacionadas con sus propiedades antitumorales in vitra ©
in vivo (Well y Wani, 1977,78). hastn que en 1982 Frances Gillin y col. prucban el efecto de 17
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Wﬁm@awmmaumams@mm
u modelo de crecimiento de E. mmmmmmmhm
sislada de la Brucea antidysenérica originaria de Etiopia ¢s un potente amebicida a 0.076 pg/ml y
queeompuadawndmeﬂ’onidnﬂﬂ{4.25ugfnﬂ)330mumhw&u.

Enl985elDr.Keeneycul,udlinrmmebuinﬁwpanewhmrhwﬁvidadmhreﬁi.hmw
de diferentes extractos crudos y compuestos sidsdos de plantss. Los resultados que obtienca son
comparados con pruchas m&ﬂwhﬁwmmﬂh}dm@h‘{wﬁdm(m
GPK).m&meanmmddnslpu&rde
Simarubicess: extracto butandtico crudo de Brucea javanica, bruceantina, bruceina C, quassina y
xantina-6-1. La concentracion intubitoria 50 (Clse) de estos compuestos sobre E.  histofytica fue de
8.25, 0.30, 10, 0.50 y 23 pg/ml respectivamenic; pero de wdos ellos solo la quassina tuvo una

Martinez y Samaniego en 1986 ¥ 1987 respectivamente probaron el efecto de la Castela texana
administrando cépsulas preparadas con diferentes dosis de l2 planta en pacientes con amibiaisis
intestinal comprobada por estilios coproparasitoscopicos y ls compararon con la actividad de Ia
diyodohidroxiquinoleina, droga antiamibiana en uso. Los resultados presentados indican que no
hsy una diferencia significativa entre e uso de los dos compuestos (30 % de remision de la
enfermedad), pero respecto a los efectos secundarios producidos, la Castela no presenté sintomas
adversos durante ¢ tratamiento, ex cambio los pecientes tratados con diyodohidroxiquinoleins
reportaron:; nausea, dolor abdominal y cefaleas. Otro problems que se pudo observar durante el
estudio es que ks pacientes tienden a gbandonar com facilidad e tratambento con las
diyodohidroxiquinoleinas por lo lirgo de su duraciom (21 dias), en comparaciin con el de Castela:
12 dias.

Como se ha reportado que los quassinoides, constituyentes amargos de las Simarubdcess poseen
diversas propiedades biologicas inchsyendo la actividal mhibitoria del crecimiento de insectos los
Drs. Chaudhuri y Kubo proberon el efecto de ln chaparramarina sobre & crecimienta de los insectos
de la peste (lepidopieran) y del gusano del tabaco (Heliothis virescens).

En 1994 los Drs. Moretti y cols. de la Paz, Bolivia probaron [a actividad antimalaria in vivo ¢ in
vitro de la Simaba cedron planchon (Simaroubaceac) ademés de su actividad sobre las células KB.
Los resultados mostraron que esta planta presentd actividad contra cepas de plasmodium sensibles
y resistentes a la cloroquina pero presentd baja toxicidad comira las células KB en comparacion con
la de los quassinoides C-20 activos.

En Japém, en ese mtismo afio los Dry. Kosuge y cols. (1994) aislaron varios compuestos 8 partis de
Atlarithus integrifolia  Lamk (Simaroubaceae) y determinaron que intiben el crecimtento de la cepa
K1 del pardsito Plasmodiam falciporum resistente a la cloroquine e cultive. El afio siguiente el
Dr. Ohnishi y col. reportaron que ciertos quassinoides aislados a partir de Brwcea javanica
(Simaroubacese) mostraron una citotoxicidad selectiva contra Ia lencemia, melanomas de putmon,
colon y SNC ademiis de lineas celulares cancerosas de ovanio,

En 1997 Rabam obtuve varios quassinoides semisistéticos por esterificacion del hidrexilo C-15 de
Lgm—hmup&ByhsMnmeysaymmedemm(pmebudeacﬁw@ndd
virus Epstem-Barr). Todoslosdenvadmmmmatmwﬁvidadprm
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antitumoral en comparacion con s potente isobruceina-B y de ellos resulté méis cfectivo o que
coutenia un éster alifitico fluorado.

Los Drs. Tahir y col. (1999) probaron Ia actividad antiplasmédica del extracto metandlico de
Harrisomia abyssinica (Simaroubaceae) sobre las cepas 3D7 del Plasmodium faiciparum sensible &
Ia cloquina y la cepa Dd2 resistente & ls misma droga resultando este extracto cos actividad
mhibitoria cont una [Cs = 4.7 pg/ml en Dd2 mientras que para 3D7 requiri6 de 10 pg/ml.

Nosotros empezamos a trabajar con fa Castela iexana en la década de los 807s tomando en cuenta
la informacién obtenida en cuanto a que dicha planta era utilizada como tratamiento e las
disenterias de tipo amibiano por la poblacion de la region norte de miestro pais. Inicialmente se
establecid en muestro laborutorio e modelo de cultivo axémico im vitro de trofozoitos oon dos
especies de cepas amibianas, Entamoeba Jistolytica HM-1:IMSS (patigena pars ¢l bumano) y de
FEntamoeba invadens IP-1 y PZ (patogena en reptiles). La Castela fue identificada por < Bidlogo
Mauricio Gonzilez Fesrara, Boténico calificado de la Facultad de Ciencias Biologicas de la UANL
y ¢ colectd en el campo experimental de esa mistma facultad el cual, se encuentra localizado en el
Municipio de Escobedo N_L. Posteriormente se dejé secar a temperatura ambiente y se moli6 en un
molino eléctrico para su uso posterior.

Inmicialmente s¢ estudié el efecto antiamibiano de diferemtes extractos preparados a partir del
matenial seco y molido de la parte aérea de la C. zexana: extracto ctandlica y extracto metandlico-
cloraformico, sobre el crecimiento amibiano de Ia cepa E. histolytica HM-2:IMSS mantenida en ¢l
medio de cultivo kiquido TP-S-1 de Diamond y se enconird que el extracto metandlico-
cloroformico fue el mis activo a las tres concemraciones probadas: 10,50 y 100 pg/ml (Calzado y
col,1986).

La separacidn por cromatografia en capa fina del extracto metandlico de la parte séres de Ia planta
revel$ la presencia de dos compuestos cuya concentracién minima inhibitoria fiue de 50-100 pg/ml.
De la raiz se obtuvieron diferentes productos con actividad inhibitoria sobre los cultivos amibianos:
fraccion B del extracto soluble en CH;CL;; chaparrina y un compuesto glicosilado aislado de la fase
intermedia (Calzado y col, 1983,6).

Posteriormente estudiamos el efecto mhibitorio in vitro de cinco compuestos sobre cultivos de
Entamoeba: emetina, alcaloide obtenido de la raiz de la Jpecacuanhr, dcido nordihydroguayarético
(NDGA), lignano ghicosilado aislado de la Larren tridentata, con actividad inhibitoria sobre el
crecimiente de organismes eucaridtcos; dcido tinico aislado de 1a raiz de Pumica granatums Is cual
ha sido empleada en ¢ tratamiento de desordenes intestinales; Is chaparrina aislada, aislada de la C.
texang y, el gossipol, sustancia aislada de ta planta del algodon vy, estudiada recientemente como
una pesible droga de uso antismibiano. Todos los compuestos probados resultaron activos a ka
mixima concentracidn wtilizada (100 pg/ml) pao lo chapamina fue capaz de comservar osta
actividad después de 48 h de incubacién (Calzado y col. 1991).

Considerando que tanto la chaparring como el NDGA poseen dentro de su estructura algunos
grupos quimicos funcionales hidroxilo, tal como los presentan otros compuestos con actividad
antiamibisna comprobada in vivo (3-hidroxiquinolinas y tinidazol) reslizamos un estudio para tratar
de demostrar la importancia de la polaridad de estos radicales en su actividad inhibitoria sobre e
crecimiento de los cultives de E. histolytica. En coutraste con la chaparrina, su anilogo acetilado
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mostré una marcada disminucion en su actividad inhibitoria. Resultados similares fueron
observados con ¢l NDGA y su denivado tetracetilado lo cual, sugiere que esta polaridad esta
implicada de alguna manera en la actividad antiamibiana de estos compuestos (Calzado y col,
1995).

Posteriormente, después de llevar a cabo la separacion por cromatografia liquida del extracto activo
de la Castela y obtener un compuesto quassinoide puro (chaparrina) se determiné la actividad
citotoxica in vitro de este compuesto para determinar si su uso podria llegar a producir un efecto
secundario indeseable en el humano. Para ello realizamos un estudio en donde ademas de utilizar
trofozoitos de E. Histoivtica, cepa HM-1:IMSS empleamos, cultivos celulares de fibroblastos
diploides humanos(46 cromosomas), cepa MRC-5. Después de poner en contacto los dos tipos de
células a diferentes concentraciones de chaparrina (0.1-100 uM) encontramos que la chaparrina a la
maxima concentracion empleada (100 uM) inhibié el 97% de los cultivos amibianos y solo el 27%
de los cultivos de fibroblastos. Ademas, esta actividad se conservo hasta 1 pM de chaparrina y fue
semejante a la observada con drogas antiamibianas conocidas (Calzado y Segura, 1995).

Tres afios después realizamos un estudio agudo preliminar en relacion con la actividad toxicoloégica
aguda de la C. fexana. 30 ratas macho adultas sanas de la raza Wistar de 8-9 semanas de edad
recibieron intragastricamente diferentes dosis de un extracto metanélico preparado con C. fexana
no observandose ninguna diferencia m efectos adversos en los animales tratados con la maxima
concentracion usada del extracto (30 mg/ml) ademas de que esta dosis no produjo cambios
funcionales del sisterna muscular ni del SNC, tampoco en el peso de los animales, ni se observaron
manifestaciones clinicas que pudieran estar asociadas con la intoxicacion producida por agentes
farmacologicos comparativamente con el grupo testigo (Calzado y col.1998)

Puesto que en la trichomoniasis {enfermedad transmitida sexualmente de alta incidencia) se utiliza
como tratamiento el metronidazol, droga empleada también para combatir la amibiasis, pensamos
en probar el efecto de la (. texana sobre los cuitivos in vitro de este protozoario unicelular
flagelado. Las sohuciones del extracto metanélico y de la chaparrina obtenidos de C. fexama
mostraron efecto inhibitorio a la mixima concentracién probada (100 ug/ml) la cual, se conservo
en el caso de la chaparrina hasta con 1 pg/ml. El metronidazol resultd ser mas activo que el extracto
¥ que la chaparrina a los diferentes tiempos probados (C Calzado y col, 1998).

2.5. Caracteristicas Quimicas.

La familia de las Simaribaceas son plantas que se han caracterizado por poseer principios amargos,
los cuales son triterpenos degradados denominados quassinoides (Sellards, 1918). Varios
investigadores han estado interesados en identificar estos principios activos, en donde se puede
sefialar que uno de fos primeros trabajos sobre la composicion quimica de esta planta fue el
presentado por Bosman en 1922, quien aisl¢ un glicosido al que nombro castelina con un punto de
fusion de 105 °C. Un afio mas tarde, el mismo autor obtiene otro principio amargo cristalino al que
llamé castelamarina con pf de 267°C.
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En las siguientes cuatro décadas no se cita ningin trabajo y no es sino hasta 1961, cuando aparecié
la publicacién de Geissman y Chandorkar, donde refirieron la purificacion de otro compuesto
amargo de apariencia cristalina ¥ con pf de 308°C, al que llamaron chaparrina (CzHz09), cuya
estructura correspondio a una lactona, ya que presentd coloracién azil intensa con acido sulfirico
concentrado. Un afio més tarde la estructura de la chaparrina fue identificada por este mismo autor
como una molécula con cuatro grupos hidroxilo, un carbonile y un anillo lactonico (Fig. 8).

Otros componentes aislados de la C. fexana son la glaucarubolona con pf de 258 °C, la cual ha sido
posible obtenerla en el laboratorio a partir de 1a chaparmina por oxidacion selectiva del hidroxilo en
el carbon 2 con MnO,. Otra molécula aislada de la C. fexana es el glaucarubol-15-isovalerato, el
cual es de especial interés ya que a la presencia del grupo éster 15-isovalerato se le han atribuido
importantes propiedades terapéuticas (Wall y Wani, 1977) y 4 lactonas: A= amardlido, D=
chaparrolido, E= chaprrinona y F= castelanolido (Stocklin y Mitchel).

El Dr. Dominguez en 1978 menciopa que en México existen cuatro especies de Castela: l1a C.
tortuosa, la C. peninsularis, la C. retusa y la C. texana (sinonima de la C. micholsomii) todas,
pertenccientes a ta familia de las Simarubaceas. El Dr. Dominguez con relacion a las referencias
de la actividad biologica de estas plantas realizé el estudio fitoquimico de la C. texama y reporto el
aislamiento a partir de la raiz de la misma de la chaparrina, del B-sitosterol, del amarélido IV y no
localizé ni glaucarubolona ni el glaucarubol.

En ese mismo afio los Drs. Wall y Wani hicieron Ia observacibn que para que estos tipos de
compuestos quassinoides conserven dicha actividad, su molécula, debe de poseer las siguiente
caracteristicas quimicas: en el anillo A, un sistema 3-2-o0xo, una lactona en ¢l anillo D, grupos éster
en el C-6 y/o C-15, oxhidrilos en ¢l C-1 y C-12, asi como un puente de epoximetano entre C-8 y C-
11 0 C-13.

En 1992 los Drs. Chaudhuri y Kubo del Colegio de Recursos Naturales de la Universidad de
California, USA en su bisqueda continua de sustancias biologicamente activas reportaron el
aislamiento y caracterizacion de ruevos compuestos quassinoides glucdsidos a partir de la corteza
de 1a Castela tortuosa originaria de Guadalajara, México: la chaparramarina, el castelosido A
(chaparrin-2-O-8-D-glucopiranosido) vy el castelosido B (glaucarubol 2-O-8-D-glucopiranosido).
Continuando con ¢l estudio de la fraccién activa de la Castela fortuosa un afio mas tarde estos
mismos gutores reportaron el aislamiento de la castelina otro muevo quassinoide ademas de
flavonoides ya conocides como la prosopina, el fisitinidol y el metil galato.

De la Castela polyandra, Grieco y col. en 1995 reportaron el aislamiento de un nuevo compuesto

quassinoide, el polyandrol y, en 1999 el aislamiento de seis compuestos quassinoides C-20 y uno
C-19 ademas de dos nuevos constituyentes no-quassinoides: un beta-giucésido y un esteroide.
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3. IMPORTANCIA

S¢ estima qque aproximadamente un 10 % de la poblacibn mmndial es portadora del protozosrio
denominado Entarmoeba Mistolytica , 1a enfermedad que este produce se conoce como amibiasis y,
con mayor frecuencia se localiza en regiones tropicales y subtropicales asi como en paises donde la
alimentacion y la sanidad ambiental son deficientes Aunque la terapéutica actual cuenta con
diversos medicamentos para combatir ests enfermedad, ninguno esté exento de producir efectos
toxicos indeseables en & bumano por k tanto, se debe de continuar con s bisqueda de muevos
agentes amebicidas, de menor toxicidad y con igual o mayor potencia que los ya existenies,

4. ORIGINALIDAD Y JUSTIFICACION

El ciclo vital de Entamoeba muestra dos etapas principales: el trofozoito o forma vegetativa la cual
¢s capaz de producir lesiones en el intestino de su hospedero y e quiste, o forma resistente
responsable de la disepunacion del pardsito y de la infeccién en nuevos bospederos. La amibiasis se
transmite generalmente por Iz Hegada de los quistes al huésped los cuales posteriormente y bajo
condiciones favorables mediante diferenciacion celular s¢ desenquistan dando origen a los
trofozoitos responsables de las lesiones tisulares durante el curso de la enfermedad (Foto 1).

Puesto que los quistes de Entamoeba histolytica, especie patégens par ¢ bumano no se han
logrado obtener espontineamente bajo condiciones axénicas, entonces para muesiros estudios
utilizaremos Lo especie de Entamoeba invadens, parasita de los reptiles ¢ inocua en los mamiferos
con la justificacion de que ambas especies segin reportes de Rattclife y Gemmum (1933) y
McConnachi (1969) son extraordinariamente semnejantes en morfologia, patogenicidad e inclusive
en sus procesos de diferenciacidn de enquistamiento y desenquistamiento de tal manera que Ia
descripcidén de alguno de estos procesos en una espocie puede aplicarse a 1a otra. El empleo de £
invadens presenta ademds otra ventaja, ests es su nduccion del proceso de enguistamento masivo
en medio axénico.

En [a actualidad no existe ningim compuesto con actividad sntiamibiana reconockia que sea capaz
de inhibir el proceso de enquistamiento de la amiba y todos los estudios bioldgicos realizados con
Castela texana sobre 3 actividad antiamibizma se han relacionado solo con su actividad mhibitoria
sobre el crecimiento de los trofozoitos pero no existe ninglin reporte respecta al efecto de
Castela sobre los quistes o fase resistente responsable de ia propagacion del parasito y de Ia
infeccion de nvevos hospederos.

Si con este trabajo se determina, que la Castela texang posce la capacidad de mhibir los procesos
de diferenciacion de la amiba de trofozoito a quiste y viceversa estaremos contribuyendo ea el
desarrollo de un muevo firmaco po solo parz el tratamiemto smo tambsén para e control de In
diseminacion de este parsito.



5. HIPOTESIS

Puesto que en Medicina Tradicional se ha wilizado a bn Castela texana desde finales del siglo XIX
para tratar problemas de disenteria de etiologia amibisna y sdemis recieatemente 3¢ ba reportado
que posee actividad inhibitoria sobre e crecimiento in vitro del trofozoito o forma mdvil del
protozoario respousable de ests enfenmedad, cousidersmos que esta planta posee alguno/s
principio/s activo/s que puedan afectar el ciclo vital del protozoario inhibiendo el o los procesos de
diferenciacion de Entamoeba in vitro,

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General.
Determinar la actividad de la Castelar texana (raiz) sobre los procesos de diferenciacion celular, de
enquistamiento y desenquistamiento de Entamoeba invadens in vitro,

6.2, Objetivos Especificos,
6.2.1. Identificar y colectar la Castela texana.
6.22. A partir de la raiz de Ia misma, seca y molids, aislar los diferentes extractos, fracciones
y compuestos para este estudio.
6.2.3. Establecer nuestro modelo de diferenciacién celular (enquistantiento y
desenquistamicato) utilizando la cepa IP-1 de Entamoeba invadens.
6.2.4. Determinar la actividad inhibitoria de los extractos, fracciones y compuestos aislados de
la raiz de C. fexana sobre los procesos de diferenciacion celular de £ invaderes.
6.2.5. Realizar los estudios fitoquimicos de Ia planta en estudio.
6.2.6. Determinar la concentracion optima de la C. sexana que sea capaz de inhibir la
diferenciacion de E. invaders sin afectar su crecimiento.
6.2.7. Realizar un estudio comparativo eatre la activided de la chaparrina, ls emetina y e
tinidazol rifempicina sobre el crecimiento de E. imxadens.

6.2.8 Determinar la actividad de la chaparrina y de l rifampicina sobre el enquistamiento
de E_invadens.




7. MATERIAL Y METODOS

7. 1.0btencién del Material de ka Planta en Estadieo.

La Casteia texana (Foto 3) se locatiz6 20 Km al norte de la crudad de Monterrey, N.L. en el campo
experimental de la Facultad de Ciencias Biologicas de la UANL e cunl se encuentra ubicado
dentro del municipio de Escobedo N.L.; Se ientificd con Ia ayuda del Bidlogo Mauricio Gonzilez
Ferrara, Botanico calificado y se colectd tanto parte sérea como raiz de ln misma, durante ¢l mes de
septiembre de 1997 (Foto 8) .

Inmedistamente esic material se bevd al laboratoric de Botinics de I Facultad de Ciencias
Biol6gicas de la UANL parz su correcta identificacion y marcaje, donde un ¢jemplar se¢ incluyé
dentro de una prensa botinica para donarlo al Herbario de la Facultad vy, el resto de la planta se
llevd al Laboratorio de Biologia Experimental del Centro de Investigacion Biomédica del Noreste
(CIBIN) del IMSS pura su preparacion y uso posterior.

El material de {a planta se puso a secar al 30l por una semana y una vez seco, se tritun y molid por
separado en un moling eléctrico. El matenal seco y molido (Foto 9) se guardéd en frascos oscuros
los cusles s¢ rellenaron con algoddn pars disminuir ¢l oxigeno y asi evitar que 8¢ oxiden y
evaporen los metabolitos activos.

7. 2. Prucbas Fitoquimicas con In Castela texana:

Tomando en consideracion los antecedentes bibliogréficos, las plantas pertenecientes a la  familia
de las Simarubdceas se caractetizan por poseer compuestos derivados de tipa diterpénicos o
simargubolidanos por lo que, ¢l fraccionamiento de la Castela fexana estuvo dirigido s la bisqueda
de este tipo de compuestos.

Hasta I fecha se han reportado el aislamiento de unos 20 compuestos de tipo simaroubolidano los
cuales se caracterizan por poscer un sabor amargo, un esqueleto w comim, por lievar grupos
lactonicos y presentar tres modificaciones con 19, 20 y 25 carbonos represemtadas por los
esqueletos x (quasolidanc), y (cedrolidano) y z (simaroubolidano) (Fig. 6). Este grupo de
compuestos se ha aislado tanto de semillas, raices, tallos, corteza y aim en sus frutos. Ademds,
estos compuestos poseen moléculas de oxigeno en abundancia los cuales se presentan ya sea como
hidroxilos o carbonilos y, esta caracteristica es utilizada para su proceso de extraccion com
solventes de alta polaridad como agus y metanol.

En su identificacion, demés de las reacciones coloridas caracteristicas para este tipo de compuestos
simaroubolidanos los cusles poscen la propiedad de que al contacto con el acido sulfimrico
concentrado dan una coloracion azul intensa se emplearon, pruebas para la deteccién de cumarinas
(Ehrtich), alcaloides (Drangendroff y Wagner), sesquiterpeniactonas (Legal y Baljet), flavonoides
(Shinoda) y, pars la deteccion de mstauraciones(Shinodz).



Fotografia No. 8 Obtencién de la Raiz de la Castela texana.

Fotografia No. 9 Rafz de la Castela texana Seca
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7. 3. Extractos Aislados de la Castelg texana:

7. 3. L. Acnose. El material de la planta en estudio, seco y molido, se lievé a ebullicion durante 10
min. con agus bidestilada en una proporcion de 300g de material por 1.5 Litros de agua. Se dejod
enfriar 4 temperatura ambiente y se filtrd a través de wn lierzo de algodon y @ extracto acuoso
obtemdo se lievd posteriormente 2 sequedad dentro de una hofilizadora.

7. 3. 2. Metandlico: 500 g del material seco y molido se llevason & extraer con metanol durante
sicte dias en reflujo contirmo en un equipo de extraccitn tipo soxhlet. Posteriormente el extracto
obtemido se concentrd en un equipo rotaevaporador marca Buchii y finalmente se llevé a lofilizar
para eliminar o resto del solvente (Fotos 10-12).

7. 4. Fraccionamiento del Extracto Metanélico Active:

El extracto metandlico activo fue fraccionado posteriormente dentro de un embudo de separacion.
Primeramente y en relacion con la composicion de las manchas identificadas mediante
cromatografia en capa delgada el extracto se separd empleando mezclas de sotventes con diferentes
polaridades; dicloruro de metileno: agua.

Inicialmente el exiracto metandlico obtenido sc mezclé vigorosamente dentro de un vaso de
precipitado con una mezcla (300 ml) de dicloruro de metileno:agua en proporcion (3:1) (viv). Ya
disuelto en esta mezcla de solventes se vacid dentro de 1m embudo de separacion con capacidad de
1 litro y se agit6 manualmente de forma vigorosa parmitiendo que el contenida del extracto se
fraccionars en los solventes empleados en relacion con la polaridad de sus componentes (Foto 17).

Posteriormente se dejé en reposo por 30 min y se procedié a separar las fracciones formadas
(acuosa, intesmedia y diclorometano), Este proceso de fraccionsmiento se repitié varias veces mas
m@epmummwwmmmmmam Las
tres fracciones colectadas del extracto metandlico activo se levaron posteriormente & concentrar
dentro de un rotacvaporador, s les determind su ocd y finalmeme su actividad biologica sobre los
procesos de citodiferenciacion de interés para este estudio de investigacion.
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7. 5. Cromatografia en Columna Liquida (CCL):

Después de determinar la actividad inhibitoria que los diferentes extractos y fracciones aisladas de
nuestra planta en estudio mostraron sobre los procesos de diferenciacién celular de los trofozoitos
amibianos de la cepa IP-1 de E. imvadens se procedié al aislamiento de compuestos de tipo
simaroubolidano contenidos en los mismos:

La fraccion (intermedia) activa obtenida del fraccionamiento del extracto metandlico segin el
proceso de separacion mostrado en el inciso anterior fue sometida a un nuevo proceso de
separacion conocido como separacion en cromatografia en columna liquida (Foto 18):

Primeramente se depositd en un vidrio reloj la fraccion intermedia activa colectada anteriormente
un vidrio-reloj para permitir la evaporacion de los residuos de dicloruro de metileno que
pudieran estar contenidos dentro de ella. Posteriormente se prepar6 una mezcla de esta fraccion
activa seca con silica gel 60, malla 35-70 mesh, marca Merck en una proporcion de peso (2:1).

Para este tipo de cromatografia se prepard una columna de vidrio de 80 cm de largo por 6 cm de
diametro de la siguiente manera: primeramente a la columna se le introdujo con ayuda de una
varilla de vidrio hasta el extremo inferior un tapén de algodon para evitar que al introducir y correr
la muestra que nos interesa, se llegue a perder parte de ella. Posteriormente encima de este tapon de
algodon se le afiadieron aproximadamente 25 cm de silica gel 60 pura e inmediatamente después de
esta capa de silica, se colocd la muestra previamente mezclada con la silica como se menciond en el
parrafo inmediato anterior y por ultimo se colocd otra capa de algodén. Terminado esto, la
columna se fij0 a un soporte de manera vertical y en la parte inferior se le fueron colocando
matraces earlenmayer de 125 ml de capacidad para recoger las fracciones eludias (Fig. 19).

Posteriormente la columna se empezd a correr con varios tipos de eluentes empezando con aquellos
de menor polaridad como et hexano puro y aumentando progresivamente la polaridad con mezclas
de solvente como la mezcla de hexano-acetona en las proporciones de 9:1; 8:2; 7:3; 64y 1:1
(v/iv), Después se corri6 con acetona pura y se continud la separacidon con mezclas de
acetona:metanol 9:1;, 8:2; 7:3; 64; y 1:1 (v/v) y por tltimo, se corrié con metanol puro. Al
término de este proceso contamos con aproximadamente 100 fracciones colectadas.

Las fracciones colectadas durante la cromatografia en colurmma lYiquida por succion (ccl) fueron
llevadas a sequedad para posteriormente identificarlas mediante pruebas de ced.

29



Pap———C1_

. 2 e " o "
L ol e .

PROCESO DE FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO METANOLICO DE LA C. texana EN:
FOTOGRAFIA No. 17 EMBUDO DE SEPARACION.

FOTOGRAFIA No. 18 CROMATOGRAFIA LIQUIDA EN COLUMNA.

FOTOGRAFIA No. 19 FRACCIONES AISLADAS DE LA CCL.




7. 6. Aislamiento de la Chaparrina.
Para esta extraccion se utilizo una modificacion al método descrito por €l Dr. Dominguez. Al correr
la columna con acetona pura empezd a aparecer un precipitado de color blanco el cual fue
aumentando en cantidad conforme se fue incrementando gradualmente Ia polaridad del ejuente con
una mezcla de acetona:metanot (9:1).

Se siguib corriendo la columma con este sistema de solventes hasta que dej6 de aparecer el
precipitado de color blanco y, las fracciones colectadas (en matraces de 250 ml) mediante este
procedimiento se llevaron a evaporar en un rotaevaporador y los precipitados obtemdos se
colocaron en filtros Whatman No. 1 para lavarlos con acetona y un poco de metanol.

Para la identificacion de la chaparrina se utilizaron métodos quimices y fisicos entre los que se
encuentran las reacciones coloridas de identificacién, punto de fusion (pf), cromatografias
comparativas en capa delgada (ccd), métodos espectroscopicos: de absorcion en et ultravioleta
(UV), en el infrarrojo (TR), resonancia magnético nuclear (RMN), rotacién Optica y espectroscopia
de masas. El uso de estos métodos espectroscopicos se realizd com la colaboracion del
Departamento de Quimica del Instituto Tecnolégico y de Estudios Superiores de Monterrey, en esta
ciudad.

7. 7. Cromatografia en Capa Delgada (ccd):

Este método cromatogrifico es cominmente utilizado en la separacién y purificacion de los
principios activos de las muestras de plantas (extractos, fracciones, etc.) en los cuales se desee
conocer su contenido. Para ello, se emplean cimaras de vidrio, con una cubierta mévil donde las
dimensiones de las camaras empleadas son variables en funcién del mimero de muestras que se
deseen correr.

Preparacion de Placas para Cromatografia en Capa Delgada:
10 g de silica gel G se disolvieron con 30 ml de agua bd mezclandose con cuidado para que no se
formen grumos o burbujas y, esta mezcla la dejamos reposar durante dos min.

Previamente, las placas de vidrio de 5 x 10 6 de 10 x 20 cmn se limpiaron con una torunda
impregnada de alcohol etilico para retirar las impurezas de polvo o de grasa que pudieran contener.
Ya limpias se les vacia una cantidad considerable de la silica preparada segiin se mencioné en el
parrafo anterior dejandose deslizar sobre la misma cuidando que se forme una capa de silica
uniforme, posteriormente se dejaron reposar por 30 min. y se activaron o secaron dentro de una
incubadora.

Antes de comrer nuestras muestras en las placas de ccd recién preparadas se hizo una prueba de
solubilidad de los extractos, fracciones de nuestra planta en estudio que se deseaban identificar
utilizando para ello solventes de diferente polaridad como son: acetona, hexano, cloroformo,
metanol, etanol, agua bidestilada y dimetilsulfoxido. En un vaso de precipitado de 10 ml, se puso
por separado cada uno de los solventes y se afiadié una pequefia muestra del extracto, fraccion o
compuesto activo de [a planta en estudio, y se dejé reposar aproximadamente por 30 min.
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En la parte inferior de una placa de silica gel (aproximadamente 0.5 cm de su limite inferior) se
marcd con lipiz una linea horizontal y, sobre esta se colocaron con ayuda de un capilar preparado
(se afina la punta con calor) tres muestras de cada uno de los extractos, fracciones o compuestos
activos ademas de depositar también a un lado muestras testigo de compuestos conocidos. Este
procedimiento se repitid varias veces cuidando de depositar la muestra en el mismo higar para
obtener en nuestra placa muestras saturadas y asi facilitar el deslizamiento. Posteriormente 12 placa
se deposité demtro de la camara de vidrio que ya contenia un volumen del sistema de eluentes
(mezcla de solventes con diferentes polaridades), correspondiente al o los compuestos que por
referencia pensamos que dichas muestras contenian, se tapd con la cubierta de vidrio y se dejd
correr en posicion vertical el tiempo necesario para que la muestra se deslizara por la placa sin
permitir que subiera por completo (aproximadamente 0.5 em del extremo superior).

Inmediatamente se retird la placa de [a cubeta de vidrio y, se llev a secar en una plancha con calor
y si, después de secarse no se revelaron las manchas entonces, la llevamos a una camara que
contenga una lampara de luz ultravioleta para observarlas y si todavia no se aprecia ninguna
mancha procedimos a impregnar la piaca mediante aspersién con un agente cromogénico que puede
ser cloruro de cobalto, vapores de yodo, etc. La secamos con calor y la llevamos al cuarto oscuro
para observaria bajo la lampara de luz ultravioleta. Por Gitimo se midio la relacion de frente (rf)
que nos marca la distancia que corrio la muestra durante su revelado en la ccd y en base a este valor
se determin6é mediante tablas el tipo de compuesto que contenia nuestra muestra.

7. 8. Material Biologico.

Se utilizaron trofozoitos de la cepa IP-1 de Entamoeba invadens (Foto 3) los cuales, durante su
crecimiento se mantuvieron en tubos de vidrio pyrex de 16 x 125 nun con tapon de rosca los cuales
comntenian 10 ml del medio de cultive TYI-S-33 de Diamond e incubados a 25 °C. Semanalmente y
antes de alcanzar la fase de crecimiento estacionaria los trofozoitos se resembraron a medio fresco.

7. 9. Medio de Crecimiento TYI-S-33 (Diamond, 1978).

COMPONENLES €1L.....cc.ooiieniictieece e iceecerecree e e s resersnessassterr e e eeeseeeeerenes g/100 ml de agua bidestilada.
Tripticasa (BIOXOD)..........ocoooiiiere e 2.00

Extracto de levadura (Bioxon)..............cccoivveiivvrasvresreecinenineerernasnenns « 1.00

Glucosa (BIOXON) ..ot irrevreveecserntrensnessarre s sasessases v esssnsesses 1.00

NACE (SIZIMNA).....cooiiiiiiticoaete e et resta e st en et s e nmenneas 0.20

L-CiSteina (SIZMA)................voooeeeeoeeeeeeeeceeeeeeseeessmreesrssossesssorensoren - 0.10

Acido ascOrbico (SIMEB).............ovoceoreeeeeeeeeeemsesssaeessesesaceses e ssrssanes 0.02

KHZPOy (SIBINA)....c..ooeareticteet e caes e vecenaessesamassesresmsssssanves sasassassansass 0.06

KoHPO (SIZIMA).....oceeeini s sene s et 0.10

Citrato férrico de amonio (SIGMa)............cccovrercvenreererecrirenereveseevarenens 0.0028

Se disolvieron todos los componentes en 50 ml de agua bidestilada. Se ajusto el pH a 6.8 con
NaOH 10 N y se afor6 a un volumen de 100 ml con agua bidestilada. Posteriormente se distribuy6
a tubos pyrex con tapon de rosca de 16 x 125mm,sellevaronamterilizara201bfplﬂgzpoﬂ§nﬁn.
y se almacenaron en refrigeracion y cubiertos de la luz para su uso postetior. Antes de.moc!ﬂar los
trofozoitos & cada uno de estos tubos se les afiadié 1 ml de suero de bovino adulto inactivado y
adicionade de vitaminas,
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7. 10, Solucién Salina parx Lavadoe (PBS), (Ldpez-Revilla y col, 1976):

COMPONCIHES €N ... .. oo oneimraranas £/100 ml de agua bidestilada
NaCl (Sigma).............cocmmeeenmenricceremsmsenennsens . ...6.50
K:HPO4 (Sigma).......... - - 2.80

Se disolvieron todos los componentes en 950 ml de agua bidestilada. Se ajusté el pH & 7.4 con
NaOH 10 N y se aford a un volumen de 1000 mi con agua bidestilada. posteriormente se distribuy6
a botellas lecheras en aticuotas de 100 ml c/u y se etiquetd coa las inicisles PBS y con Ia fecha de
mprepaumén Se cubrieron con papel aluminio y con los tapones flojos llevamos a Ia autoclave 135
min. & 20 Ib/in? posteriormente, se apretaron los tapones y se almacend a temperstura ambxente con
las cubiertas de siuminio pars su uso posterior.

7. 11. Colerante Vital Azul de Tripano al 0.5% eu PBS:

Componente en... reees renessvan e vt v ene e e pes /100 ml de PBS
Colorante azul de tripano (Sigma)........cccor e ccrvecerssrenrinn 0.9

Disotver el colorante en 100 ml de solucion salina PBS estéril preparada com amterioridad.
Posteriormente disttibuir & tubos pyrex con tapén de rosca de 18 x 125 mm y almacenar &
teniperatur ambiente para su uso posterios,

7. 12. Solucién Detergente Tritén X-100 al 0.25%:

COMPONEIMES €M......... . eoeecmeerirececomrnveninssbsmmrmssssssnscsreen ml/100 mi de agua bidestiladn
Triton X-100 (SiSMA)............o.r i secomseeserrnncecnnee. 0.25 w0

Se disolvieron los 0.25 ml del detergente Tritén X-100 en 100 mi de agus bidestiluia.
Posteriormente se llev6 a esterilizar haciéndose pasar la solucion a través de membranas Millipore
de 0.2 um hacia tubos pyrex con tapon de roscs de 18 x 125 mm previamente esterilizados y se
almacenaron a temperatura ambicnie para su uso posterior.

7. 13. Determinacién del Namero de Céulas:

Los tubos de cultivo se colocaron en un bafio de agua: hielo (04 °C) por 10 pun. para que se
desprendieran las células (trofozoitos) adheridas al tubo, Pasado este tiempo s¢ homogenizd el
cultivo suavemente por inversién y, con ayuda de una pipeta Pagteur estéril se tom$ una alicuota la
cual se deposité en una cAmara hematocimétrica de Neubauer y se determind ¢ mimero de
trofozoitos totales de la misma manera como se cuentan los gldbulos blancos.
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7. 14, Cinética de Crecimiento:

Para realizar la resiembra se tomd de la incubadora un tubo fuente en fase de crecimiento
exponencial y después de comprobar un buen estado morfologico a través de un microscopio
invertido marca Zeiss, se colocd en un bafio de agua-hiclo (04 °C) por 10 min. para que se
desprendieran las células (trofozoitos) adheridas al tubo. Pasado este tiempo se homogenizé el
cultivo suavemente por inversion y, con ayuda de una pipeta Pasteur estéril se tomo una alicuota la
cual se depositd en una cimara hematocimétrica de Neubauer y se determiné el nimero de
trofozoitos totales de la misma manera como se cuentan los gldébulos blancos.

Posteriormente se dispusieron 30 tubos los cuales contenian 10 ml de medio TYI-S-33 v, a cada
uno de ellos, se les afiadi6 a partir del tubo fuente un volumen tal que ajustara un inoculo final de
10* cél/ml, después de la inoculacion los tubos se agitaron suavemente e inmediatamente se
levaron a incubar a 25 °C. Diariamente se tomaron de la incubadora tres tubos y se conté su
densidad celular de la forma ya descrita en el parrafo anterior y con esios datos se construyd la
cinética de crecimiento representativa de nuestros cultivos amibianos testigo o control (Fig. 1).

A partir de la grafica representativa de la cinética de crecimiento de esta cepa amibiana se hicieron
los célculos necesarios y se determiné su tiempo de duplicacién y de generacion (Lopez- Revilla y
col. 1976).

7. 15. Induccion del Proceso de Enquistamiento:

Precondicionamiento con Didxido de Carbono (COs).

Cultivos con 7 dias de incubacion en el medio de crecimiento TYI-S-33 se contaron como ya se ha
descrito y alicuotas que representaron un inoculo de 10* trofozoitos/ml finales fueron inoculadas a
tubos de 18 x 150 mm que contenian 10 ml de medio TYI-S-33 e inmediatamente se
precondicionaron mediante el gasep con CO; de la manera siguiente: Inmediatamente después de
hacer el inoculo de los trofozoitos se procedi6 al gaseado de los mismos con CO; para lo cual se
utilizé una pipeta Pasteur estéril con un tapon de algodon a través de la cual, se hizo pasar el flujo
del gas a cada uno de los tubos por separado empleando un tiempo de burbujeo de dos minutos.
Después del gaseado los tubos se llevaron a incubar a 25 °C.

Obtencion de Quistes de Entamoeba in vitro.

Cultivos con 4 dias de edad mantenidos en el medio de crecimiento TYI-S-33 y precondicionados
con CO; fueron colocados en bafio de agua-hielo por 10 min e inmediatamente y en esterilidad se
les determiné a cada uno de ellos su densidad celular, posteriormente se centrifugaron a 800 rpm
durante 10 min, se les retir6 el sobrenadante y la pastilla celular se lavé dos veces con una solucién
salina balanceada estéril (PBS) .

Posteriormente y en esterilidad se vacio la suspension celular a tubos cénicos de policarbonato de
50 ml y se centrifiigaron en frio (6-8 °C) a 800 rpm por 10 min. Después con ayuda de una pipeta
Pasteur conectada al vacio se les retir6 el sobrenadante y a la pastilla celular resultante se le afiadié
1 mi de medio de cultivo (TYI-S-33) carente de glucosa, se agité suavemente para finalmente,
aforarios utilizando el mismo medio carente de ghicosa a un volumen de 4 mL
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Por separado y en esterilidad se prepararon tubos de vidrio pyrex con tapon de rosca de 18 x 150 ml
los cuales contenian 10 ml de medio TYI-S-33 carente de glucosa y fueron inoculados con 1 ml del
paquete celular preparado segin el proceso mencionado en el parrafo anterior para dar una
concentracion celular final de 5 x 10°/ml, Inmediatamente después de hacer el inoculo de los
trofozoitos se procedié a darles un segundo gaseado con CO, siguiendo el mismo procedimiento
presentado en el proceso de precondicionamiento y, nuevamente se llevaron a incubar a 25 °C.

Evaluacion del Enquistamiento Obtenido.

Cada 24 h se tomaron al azar tres tubos de la incubadora y, se llevaron al microscopio invertido
para observar el estado de diferenciacion de los trofozoitos. Los quistes s¢ distinguieron ficilmente
de los trofozoitos puesto que ellos son mas pequefios en tamafio y adquieren forma esférica.
Después de analizar la morfologia de los cultivos se determiné individualmente el contenido celular
total (trofozoitos + quistes): se enfriaron en agua hielo por 10 min,, se agitaron suavemente para
desprender las células de las patedes del tubo y con ayuda de una pipeta Pasteur estéril se tom6 una
alicuota la cual se colocé en un hematimetro y asi determinar el mimero de células totales
contenidas por tubo (Foto 4).

Posteriormente los tubos se centrifugaron 2 800 rpm por 10 min., se les retiré el sobrenadante e
inmediatamente la pastilla celular resultante se mezclé con 4 ml de detergente triton X-100 al
0.25% estéril, se agitaron suavemente y se dejé por 3 min. el contacto de las células con el
detergente y por ultimo se le aiiadi6 el colorante vital azul de tripano para después proceder a
contar nuevamente. Las células que resistieron el contacto con el detergente fueron las que lograron
diferenciarse de trofozoito a quiste puesto que estos (itimos estin cubiertos de una pared que los
hace resistente a un medio exterior adverso no asi el trofozoito cuya fragil membrana no resiste el
contacto con el detergente. Los quistes que se tifieron con el colorante no se contaron ya que el
hecho de que hubieran absorbido el colorante indicaba que poseian una pared inmadura o rota.

Cinética de enquistamiento de los trofozoitos de E. invadens.

A partir de los datos de densidad celular de trofozoitos y quistes obtenidos en el punto anterior se
construyé una cinética o curva de enquistamiento que representé el comportamiento de los
trofozoitos amibianos sometidos al proceso de enquistamiento asi como la aparicion y el aumento
de los quistes producidos en este medio condicionante (Fig. 4) .

7. 16. Inducciéon del Proceso de Desenqguistamiento,

Diferenciacion de Quiste a Trofozoito.

Los quistes obtenidos y que resultaron resistentes al detergente fueron empleados en este estudio.
Los tubos que contenian los quistes resistentes al detergente fueron sometidos a un doble proceso
de lavado con PBS estéril, posteriormente se contaron para emplearlos en esta prueba de
desenquistamiento: quistes (10°/ml) obtenidos de cultivos con 72 h en el proceso de enquistamiento
fueron inoculados en el medio de crecimiento TYI-S-33 completo e inmediatamente se Hevaron a
incubar a 25 °C.
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de los trofuzoitos obtenidos.

Después de un mes de Ia propagacion y mantenimiento en cultivo de los trofozoitos desenquistados
en ¢l proceso de diferenciacién celular de desenquistamiento amibiano estos, fiteron utilizedos pars
cofres una cinética de crecimiento. Se prepararon 30 tubos pyrex de 16 x 125 mm con 10 ml de
medio de crecimiento TYI-S-33 completo los cuales, s¢ mocularon individualinente con 10°
trofozoftos/ml empleando pars ello los trofozoftos propagados a partir de los quistes cosechados en
este estudio e inmediatamente se Hlevaron a mcubar a 25 °C. Diariamente se tomaron tres tubos y,
se determind su densidad celular y oom estos datos se construyd uma curva de Crecimiento
utilizando como control 3 trofozoitos de la misua cepa los cuales habian sido mumipulados para
estos estudios de diferenciacién celular.

7. 17. Inhibicion Producida por la Cestela iexans sobre los Proceses de Enquistamicnto y/e
Deseaquistamiento Amibiano:

Después de aislar los diferentes extractos, fiacciones 6 compuestos a partir de ka plantz en estudio
se procedi a evaluar su capacidad para inhibir el ¢ los procesos de diferenciacion de Ltamoeba
invadens.

Inhibicién sobre el Proceso de Diferenciaciim de Trofozotto a Quiste (Encquistamiento):

Después de obtener nuestra muestra ya sea extracto, fraccion o compuesto de la planta en estudio se
procedio a evaluar su capacidad inhibitoria sobre e proceso de enquistaniento de E. invadens ceps
IP-1:

Primeramente se prepard uns sohicion concentrada (100 pg/mi)de cada ymo de los extractos a
probar. Para esto se disolvieron con agitacion constante 100 mg de (a muestra en 1000 ml del
medio de cultivo TYI-S-33 carente de glucoss y 3 partir, de esta solucion meadre se hicieron
dituciones seriadas de 10 en 10 empleando o mismo medioc de cultivo para obtener las
concentraciones {100, 10, 1.0 y 0.1 pg/mil) de los diferemtes extractos, fracciones @ contpuestos
obtemdosdehphmﬁstuwhmomﬂnmn,pouanmunemmhndupmﬁmmbn
haciéndolas pasar través de membranas marca Gelman con poro de 0.2 pm. Inmediatamente se les
afiadio el suero de bovine al 10 % y, se llevaron 2 incuber por 48h a 36 °C como prucba de su
esterilidad antes de su uso en este estudio.

Pasada la prueba de esterilidad se procedid a someter a los trofozoitos al proceso de
induccidn del enquistamiento segim el método mencionado en el péarrafo correspondiente en
este texto empleando como d medio de cultivo inductor del enguistamiento = las soluciones
de TYI-33 carexte de glucosa preparadas con las diferentes concentraciones ya sea de los extractos,
fracciones o compuestos de Ia plants en estudio. Inmedistamente después de hacer o indculo de los
trofozoitos se procadié al gaseado de los mismos con CO; haciendo pasar e flujo del gas 3 cada
uno de los tubos por separado empleando un tiempo burbujeo de dos mimtos para  posteriormente
ltevarlos a incubar a 25 °C,

Cada 24 h se tomaron de la incubadora tres tubos por tipo de extracto, fraccién o compuesto y por
concentracion de cada uno de ellos mas, tres del cultivo testigo (TYI-S-33 carente de glucosa sin
ninguca muestra de la plants), s¢ Bovaron al microscopio para su observacion morfoldgics y se
siguié la metodologia indicada en esta soccion para evaluar el grado de enquistamiento obtenido
con el extracto 8 prucba en sus diferentes concentraciones,
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