Con estos resultados, se hicieron los calculos necesarios para evaluar la capacidad mhibitoria de
esta fraccion de la planta. Una solucion era considerada inhibitoria si era capaz de producir una
inhibicién del proceso de enquistamiento del cultivo en un 50 % o mas en comparaciéon con el
porcentaje de enquistamiento de nuestro cultivo control.

Inhibicién sobre el Proceso de Diferenciacion de Quiste a Trofozoito(Desenquistamiento):

Los quistes producidos en presencia de las diferentes concentraciones del extracto, fraccion o
compuestos aislados de la C. fexana y que resultaron resistentes al detergente fueron utilizados
posteriormente para la prucba de desenquistamiento. En este estudio se siguidé con el mismo
procedimiento mencionado en este texto para la induccién del enquistamiento amibiano.

Primeramente las muestras o tubos que contengan los quistes en detergente se sometieron a un
doble proceso de iavado com agua bidestilada estéril, posteriormente s¢ contd el contenido
(namero) de quistes y se prepard o concentrdé un indculo de 10’quistes /ml los mismos que
posteriormente fueron inoculados en el medio de crecimiento TYI-S-33 completo e inmediatamente
se llevaron a incubar a 25 °C. Diariamente se observaron estos cultivos al microscopio y si
llegaron a formar un cultivo en confluencia se procedid a su resiembra para después de 4 semanas
construir su curva caracteristica de crecimiento y compararia con una curva tipica y representativa
de cultivos que no han estado en presencia de ningiin metabolito o muestra de la planta.

Esta prueba también determiné la viabilidad de los quistes cosechados puesto que los quistes que
fueron capaces de diferenciarse nuevamente a trofozoitos son considerados como viables. Ademas,
los trofozoitos obtenidos por este método se identificaron y trataron como cultivos por separado ya
que no se deben de mezclar con nuestros cultivos testigo.

Comportamiento de los Trofozoitos obtenidos por Desenquistamiento:

Después de un mes de la propagaciéon y mantenimiento en cultivo de estos trofozoitos se utitizaron
para propagarlos y determinar una crecimiento en comparacion con el de nuestros cultivos testigo:
Se inocularon (10* trofozoitos/ml) en tubas pyrex de 16 x 125 mm con 10 ml de medio TYI-S-33
adicionado de suero de bovino al 10% y se llevaron a incubar a 25 °C. Diariamente se tomaron tres
tubos y se determiné su densidad celular (trofozoitos/ml) y con estos datos se construyo una curva
de crecimiento utilizando como control a trofozoitos de la cepa original.

7. 18. Concentracion Optima de Castela texana que sea capaz de Inhibir ¢ Enquistamiento
pero no el Crecimiento de los Cultivos de Trofozoitos Amibianos:

Después de determinar que la Castela texana si fue capaz de inhibir el proceso de diferenciacion de
los trofozoitos amibianos nos interesé determinar si esta actividad inhibitoria se debia a que si
inicialmente afectaba el crecimiento de los trofozoftos en cultivo impidiéndoles después su
diferenciacion a quiste.

Para aclarar esta duda se procedié primero a determinar la concentracion minima de la Castela
texana que estando en contacto con los cultivos de trofozoitos no afectara su crecimiento. Para ello,
primeramente se realizo la cinética de crecimiento de los trofozoitos de E.inmvadens en presencia de
diferentes concentraciones del extracto activo de la planta en estudio en comparacién con una curva
testigo que representé la cinética de crecimiento tipico de los trofozoitos de esta cepa amibiana.
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Inicialmente la dosis necesaria para producir ¢l minimo efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
las amibas se calculé de curvas dosis-respuesta para el extracto metanélico activo.

Con este estudio se determiné la concentracién minima del extracto activo que no afectaba el
crecimiento de los trofozoitos. Posteriormente los trofozoitos que habian estado en contacto con
esta concentracion del extracto activo se pasaron al proceso de enquistamiento para confirmar gue
esta concentracion aunque no afecta el crecimiento de los trofozoitos si inhibe su diferenciacion a
quiste.

7. 19. Actividad de Ia Chaparrina, Emetina y Tinidazol sobre ¢ Crecimiento de Enfamoeba
invadens:

Después de determinar que la Castela texana si fue capaz de inhibir el proceso de diferenciacion de
los trofozoitos amibianos nos imteresé hacer un estudio comparativo entre la actividad de la
chaparrina con la actividad de otros compuestos 0 drogas antiamibianas en uso clinico.

Asi, ademas del compuesto puro (chaparrina) aislado de esta planta aftadimos en el estudio otras
drogas con actividad amtiamibiana reconocida: emetina, fuerte inhibidor de la sintesis de proteinas
tanto en E. histolyfica como en E. invadens (Segura JJ y Lopez-Revilla, 1976) y el tinidazol, un
derivado del imidazol utilizado en el tratamiento de la amibiasis de tipo intestinal asi también como
en la extraintestinal (Powell y Elsdon-Dew, 1972).

Primeramente se realizd la cinética de crecimiento de los trofozoitos de E.invadens en presencia de
diferentes concentraciones [1.0-100 mM]de estos tres diferentes compuestos en comparacion con
nuestra curva de crecimiento de un cultivo testigo el cual represent6 el crecimiento tipico de los
trofozoitos de ¢sta cepa amibiana. Este estudio fie con la finalidad de corroborar los reportes de
que estas drogas de uso antiamibiano actian solo sobre el trofozoito o fase mévil de este parasito.

7. 20. Actividad de la Chaparrina y de la Rifampicina sobre ¢l Proceso de Enquistamiento de
Entamoeba invadens.

Tomando en consideracion que la RNA polimerasa es una enzima reconocida como responsable de
la diferenciaciéon celular en algunos organismos (Wehrli y col., 1968) y si la rifampicina actia
como una droga inhibidora del DNA dependiente de la RNA polimerasa procedimos, a empiear
esta droga como control para tratar de evaluar el probabie mecanismo de accién que la C. fexana
emplea para inhibir la citodiferenciacion de E. inmvadens.

Para ello se indujo la diferenciacion celular de trofozoitos amibianos en presencia de diferentes
concentraciones de chaparrina y de rifampicina [0.1-10mM] para determinar si la rifampicina igual
que la chaparrina, actuaba como un compuesto inhibidor del proceso del enquistamiento de este
parasito.
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7. 21. Actividad del Extracio Metanélice y de Ia Chaparviea Aisindos de la castela texana
sobre d Procese de Desenquistamiento de E. invedens.

Los quistes producidos en presencia de las diferentes ooncemtraciones del extracto o de la
chaparring gislados de Is C. fexama y que resullaron resistentes al detergente foeron wtilizados
posteriormente para la prueba de desenquistamiento. En este estudio se siguié con o mismo
procedimiento mencionado en la secciom 7.15. de material y métodos para la induccion del
enquistamiento amibiano.

Primeramente las muestras o tubos que cottengan los quistes en detergente se someticron 3 o
doble proceso de lavado con agua bidestilada esténl, posterionnente se comé o contenido
(mimero) de quistes y s¢ prepard © concentrd um indculo de 10°quistes /ml los mismos que
posteriormente fueron inocularon en o medio de crecimicnto TYI-S-33 completo ¢ inmodistamente
s¢ levaron 3 incubar & 25 °C, Distriamente e observaron estos cultivos al microscopio y s
liegaron a formar un cultivo en confluencia ¢ procedié a su resiembra para después de 4 semanas
construir su curva caractetistica de crecimiento y compararia con una curva tipica y representativa
de cultivos que no han estado en presencie de ningin metabolito 0 muestra de la planta.

Esta prucha también determiné la viabilidad de los quistes cosechados puesto que los quisies que
fueron capaces de diferenciarse muevamente & trofozoitos son considerados como viables. Ademis,
los trofozoitos obtenidos por este método se identificaron y tratsron como cultivos por separado ya
que no se deben de mezciar con muestros cultivos testigo.
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8. RESULTADOS

8.1.Cinética de Crecimiento de E. invadens.

La cinética de crecimiento de E. invadens se muestra en la Figura No. 1, en la cual se puede
observar que el maximo de la fase logaritmica de crecimiento de los trofozoitos en el m,edio de
crecimiento de Diamond se alcanzd a los 7 dias de incubacion (Foto No. 3), con un rendimiento
celular final de 2 x 10° células/m! y con un tiempo de duplicacién de aproximadamente 25 h. La
cinética de crecimiento obtenida resulté muy semejante en su pendiente y en su rendimiento a las
obtenidas con trofozoitos de E. invadens de la misma cepa cultivados in vifro y reportados por
otros autores en trabajos anteriores (Portillo, 1992).

Calculos:

T duplicacion = In 2 x T generacion. Donde:

T generaciéon = 1/k

k= InA/Ao
Tiempo(h)

A = Nimero de célufas/ml al tiempo (7 dias) que se alcanzd el maximo de la fase logaritmica.
Ao = Namero de células/ml al tiempo cero (dia 0).
Tiempo = tiempo (dias) en el que se alcanz6 el maximo de la fase logaritmica = 7 dias.
k= In(20x10%(02x10%) =Mm100 = 4.6= 0.027
7d (24 W1d) 168 168
T generacion=1/k = 1/0.027 =365h

T duplicaciéon =1n 2 T generacion = 0.69 (36.5) =252 h.
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8.2.Cinética de Enquistamiento de E. invadens.

La incubacién de los trofozoitos de . imwadens, cepa IP-1 en &l medio de enquistamiento sin
glucosa y gaseado con CQOz llevd a esta cepa amibiana a iniciar un proceso de enquistamiento
masivo ¢l cual pudo ser observado desde las primeras 24 h llegando a alcanzar su valor méximo a
las 96 h (Figura No. 2). A este tiempo se obtuvo una produccidn de quistes semejante al mimero de
trofozoitos inoculados los cuales fueron considerados como viables, bajo ¢l criterio de que estas
células fueron capaces de resistir la accidén del detergente (tritdn x-100) y se observd una pared
refringente bajo la técnica microscopica de contraste de fases después de estar en contacto con el
colorante vital azul de tripang. Pasado este tiempo el cultivo, empezd a decaer gradualmente.

La fotografia Mo. 4 muestra la poblacion total amibiana (trofozoitos y quistes) después de 72 h de
haber iniciado €l proceso de enquistamiento segun el método reportado por el Dr. Morales-Vallarta,
En esta fotografia, se aprecia la formacién de abundantes grumos de quistes asi como, la presencia
de trofozoitos que ain no han logrado diferenciarse a quiste.

Estos mismos resultados se presentan en la Fig. No. 3 como el porciento de quistes producidos en
funcién del tiempo. Como ya se mencioné en la pégina 9, segundo parrafo de la seccion de
antecedentes, se ha reportado que los quistes de esta cepa amibiana estan formados por un
polisacarido reconocido como quitina (Fig. 4) el cual proporciona a este paraisito la capacidad para
resistir el ataque de diferentes agentes adversos en su medio ambiente. La fotografia adjunta a Ia
estructura quimica de la quitina (Fif. 4*) nos muestra la poblacién de quistes obtenida en forma de
grumos después de someter el cultivo presentado en la Fotografia No. 4 (trofozoitos + quistes) ala
accién del detergente (tritén x-100) por un tiempo de 3 min. Este detergente, tiene la propiedad de
destruir Jas membranas celulares por lo que los trofozottos que aiin no habian logrado diferenciarse
asi como los quistes inmaduros que autn no habian terminado de comstruir su pared rigida
protectors, fueron totalmente destruidos quedando solo una poblacion de quistes viables y maduros.

Considerando que la mayor produccidn de quistes viables se obtuvo después de las 48 h (Fig. 2) se

decidié utilizar en los experimentos siguientes, solo quistes cosechados a las 72 h de incubacin en
nuestro medio de enquistamiento.
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FIGURA No, 2 CINETICA DE ENQUISTAMIENTQ DE LA CEPA 1P-1

DE Egtamoeba invadens.
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FCTOGRAFIA No. 4 POBLACION AMIBIANA DE TROFOZOITOS Y QUISTES

DE E. invadens, CEPA IP-1.



Quitina
(NAG-B(1— 4)-NAG repetido)

FIGURA No. § ESTRUCTURA QUIMICA DE LA QUITINA.

FOTOGRAFIA 4a. GRUMOS DE QUISTES DE E.invadens.
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8.3.Desenquistamiento de Entamoeba invadens.

Los quistes cosechados a este tiempo éptimo (72 h) fueron posteriormente sometidos a varios
procesos de lavado empleando para ello la solucion salina PBS preparads y esterilizada con
anterioridad para después, transferirios al medio de crecimiento TYI-S-33 de Diamond y
determinar su capacidad de desenquistamiento o de diferenciacion nzevamente a trofozoftos.

Pocas horas después (12 b) de sembrar un paquete de aproximadamente 10° quistes/ml a dicho
medio de cultivo se pudieron distinguir clarsmente con la syuda de un microscopio invertido
empleando Ia técnica microscopica de contraste de fases la aparicion de los primeros trofozoitos
moviles los cuales, fueron capaces de crecer y de legar a8 formar cultivos en confluencia en un
tiempo de aproximadamente 10 dias (Fotografia No.27).

FOTOGRAFIA No.27.
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8.4. Estudios Fitoquimicos con Castela texana.,

Tomando en consideracion que en estudios previos se habia encontrado que en la raiz de la Castela
fexana se encuentran concentrados los metabolitos activos procedimos a trabajar con esta parte de
la planta.

8.4.1. A pariir de 1 kilogramo de la raiz de la planta seca y molida se obtuvieron 100 mg del
extracto acuoso lo cual representd, un 1% de recuperacién en relacion con la cantidad de material
de la planta extraido.

8.4.2. A pariir de 500 g de la raiz de la planta seca y molida se obtuvieron 25 g de extracto
metanolico lo cual representd, una recuperacion del 5% en refaciéon con peso de la raiz extraida.

8.4.3. Aungue la poblacién que refiere el uso de esta planta como tratamiento para la amibiasis
acostumbra tomar el extracto o cocimiento acuoso de la misma. Si consideramos, que el metanol y
el agua son solventes de alta polaridad por lo que poseen la propiedad de extraer casi ¢l mismo tipo
de compuestos quimicos ademas, si tomamos en cuenta nuesiros resuitados presentados en jos
puntos anteriores 4.1 y 4.2 donde observamos que el extracto metandlico nos proporciona una
recuperacion S veces mayor a la obtenida en comparacién con la recuperacion obtenida con el
extracto acuoso entonces, decidimos contimuar con el estudio fitoquimico de este extracto
metandlico para realizar los estudios de su actividad sobre el proceso de enquistamiento de la
amiba.

En la tabla No. 4 se presenta la cromatografia en capa delgada practicada al extracto metanélico
activo aislado de la raiz de la Castela fexana la cual, se cormrié con un sistema de revelado de
dicloruro de metileno:metanol, (9:1, v.v). En esta tabla podemos apreciar el revelado de 9 manchas
de las cuales, 7 se pudieron observar con el uso de luz uitravioleta y dos con mas con el de
dicloruro de cobalto como agentes cromatogénicos.

8.44. Con las reacciones coloridas practicadas al extracto metandlico de la C. texana se logro
determinar que este extracto posee diferentes compuestos quimicos como son
sesquiterpenlactonas, simaroubolidanos y algunas instauraciones como se puede apreciar en la
Tabla No. 4.
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Tabla 4. Cromatografia en Capa Delgada (ccd) y
Pruebas Coloridas Realizadas al Extracto Metanélico
Aislado de la Raiz de la Castela texana.

Uv Co(Cl, Rf
- café 0.98
- café 0.80
amarilla - 0.59
azul - 0.51
gris - 042
amarilla - 0.35
amarilla -~ 0.25
azul - 0.19
amarilla - 0.13

Cumarinas Ehrlich )
Alcaloides Drangendroff -)
Wagner Q)

Sesquiterpenlactonas Legal (+)
| Baljet +)
Simaroubolidanos Acido sulfirrico )
Insaturaciones KMnO, &9
Bromo )

Flavonoides Shinoda -)




8.4.5. Posteriormente para fraccionar €l extracto metandlico aislado segin el punto 8.4.2. de esta
seccitn ]a totalidad del extracto obtenido se depositd dentro de un embudo de separacion de 1 fitro
de capacidad y, se le afiadi6 una mezcla de solventes: (CH,Cl;-H,0, 3:1, v:v) y, posteriormente se
le aplicé una agniacion vigorosa y constante. Se dejo reposar aproximadamente por 10 min. y
pasado este tiempo se pudo observar la formacién de dos fases claramente definidas (acuosa y
diclorometano) ademas, de una tercera interfase de color café claro de apariencia granulosa la cual,
resulté insoluble tanto en el dicloruro de metilo como en el agua (Foto 17) por lo que se le
denomind fase intermedia. Después de separar, secar y pesar estas ires fracciones, obtuvimos, 16 g
de la fraccion intermedia, lo cual representd un 0.8% de recuperacion en relacion con el total del
material de ia planta manejado desde el micio del estudio. Estas tres fracciones colectadas de la
separacion del extracto metabdlico fueron posteriormente probadas en relacion con su capacidad
para inhibir el proceso de enquistamiento de E. invadens.

8.4.6. Tomando en consideracion la actividad presentada por esta fraccion intermedia aislada segiin
el punto anterior procedimos a continuar con su separacién. Asi, en la tabla No. 6 se presenta la
secuencia cromatografica (ccd) practicada a aproximadamente 110 fracciones (de 125 ml c/u)
colectadas después de ehuir esta capa intermedia activa con diferentes sistemas de solventes de
menor a mayor polaridad en una columna de cromatografia liquida (Fotos 18y 19).



Tabla 6. Secuencia Cromatografica de las Fracciones Colectadas de la
Cromatografia en Columna Liquida realizada a la Fase Intermedia

aislada del Extracto Metanoélico de la Castela texana.

Fraccion Eluente Observaciones
(de 250 ml c/u) de menor a mayor polaridad
1-2 Hexano ningin residuo
3-6 Hexano:acetona, (9:1) “
7-8 “ (8:2) “
9-11 “ (7:3) “
12-14 “ (6:4) “
15-17 “ (1:1) “
1840 Acetona “

.41-65 Acetona:metanol, (9:1) precipitade blanco
66-78 “ (8:2) “
79-90 “ (1:1) “
91-109 Metanol ningun residuo
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8.4.7. Se logré el aislamiento de un compuesto puro reconocido como chaparrina (Fig. 8): Durante
la etapa del manejo de la cromatografia en columna liquida se observé que al aumentar la polaridad
del sistema de eluentes de acetona pura a otro de acetona-metanol 9:1, v:v, de mayor polaridad se
empezd a formar un precipitado de color blanco amarillento y consistencia polvorienta, el cual, se
fue colectando durante toda esta parte del proceso de extraccion hasta que dejo de aparecer cuando
se fue aumentando la polaridad del eluente hasta llegar a metanol puro. Este precipitado de color
blanco amarillento fue sometido a un proceso de lavados con acetona y posteriormente se le
practicO una ccd la cual revelé la presencia de un solo compuesto pero todavia con algunas
pnpurezas.

Para eliminarle las impurezas se sometié posteriormente a lavados cuidadosos con metanol caliente
lograndose asi, purificar y aislar 100 mg de un polvo color blanco con lo cual obtuvimos una
recuperacion del 0.005% de este compuesto en relacion con el peso de la muestra de planta
manejada desde un inicio.

A este material se le practicO una ccd en un sistema de CH,Ch-MetOH (9:1, v:v), la cual fue
después revelada empleando como agente cromogénico el compuesto dicloruro de cobalte (CoCly)
obteniéndose una mancha de color amarillo-café y que marcd un factor de corrimiento 0 Rf de 0.60
el cual correspondié perfectamente con el Rf de nuestro compuesto control empleado (la
chaparrina).

Estos resultados cromatograficos fueron posteriormente confirmados mediante otros tipos de
pruebas:

a. Fisicas: Determinacion de su punto de fusién = 278-290 °C.

b.Quimicas:
Prueba para la identificacion de compuestos de tipo Simaroubolidano: El precipitado dio una
coloracion azul intensa al ponerse en contacto con acido sulfarico concentrado.

¢. Pruebas Espectroscopicas:

La Figura No. 9 nos muestra el espectro infrarrojo (IR) obtenido con la muestra del precipitado
aislado. Se utilizd un espectrofotometro marca Perkin-Elmer 137, un Beckman 4240 y un
espectrofotometro infrarrojo de Transformadas de Fourier Perkin Elmer, 1710 FTIR. Los espectros
se corrieron en fase solida en pastilia de KBr. Los resultados fueron:

IR: em-1; 3 400 (m), 1740 (1), 1470 m, 1370 (m), 1240 (m), 1030 (m).

La Figura No. 10 representa ¢l espectro de resonancia magnética nuclear (NMR) practicado al
precipitado aislado en este punto del estudio. Se utilizd un aparato Varian EM 360A de 60 mhz y
un MNR de 400 mhz utilizindose como referencia interna tetrametilsilano y como disolvente
deuterocloroformo.
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Figura No 8. Identificacién de la Chaparrina.

100 mg de an polvo blance (0.005% de recuperacibn)

Su cod con unm sistema com CHyCh-MetOH (9:1, viv) después de revelaria com diclorure de
cobalto (CoCY;) dio era mancha de color amarillo-café com on Rf de 0.60 &l cual correspondié
a1 Rf de nuesira chaparriaa utilizada ceme coutrel.

Prueba Fisica: Punto de fusién = 278-290 °C,

Pruebas Quimicas: Reaccién colorimétrics para Iz identificacion de compuestos de tipo
Simaroubolidano: Dio Ia coloracién azul intensa sl poseric en comtacto com dcide sulfiirica
concentrade,

Pruebas Espectroscépicas:

La Figura No. 9 mos mucsira e espectro infrarroje (IR) ebienido com la mmestra de
chaparrina aislada. Se wtilizb wn espectrofotimetre marca Perkis-Elmer 137, un Beckman
4240 y un espectrofotémetro infrarrojo de Transformada y Fourier Perkin Elmer, 1710
FTIR. Los espectros se corrieron en fase sflida en pastilia de KER. Las resultados son:

IK: cm-1: 3 400 (), 1740 (i), 147¢ m, 1370 (m), 1240 (m), 1030 (m).

La Figura Ne. 10 representa el espectro de resonascia maguética nuclear (RMN) obtenido
con la chparring zisiada en este estudio. S¢ utilizé wm aparato Variam EM 360A de 60 mhz y
un MNR de 400 mhz atiliziudose como referencia interas tetrametilsilane y come disolvente
deutorocloroformo.
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CHAPARRINA

FIGURA Ro, 10 ESPECTRO ESPECTRO

DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE LA CHAPARRINA .
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8.5, Efecto Inhibitorio de los Extractos Acuase y Metanblice Aislados de la Raiz de la C
texana sobre ¢ Proceso de Enquistamiento de E invadens.

Fl?tpomuwahmdbndeﬁpomﬂinﬁwmduunﬁmhwﬁvidaddehamdﬂm
micialmente de muestra planta motivo de este estudio sobre @ enquistamiento de nuestros
trafozoitos antbianos:

Se prepard inmicialmente una soluciin concentrada con cads uno de ellos utilizando & propio medio
de enquistamiento que se empled posteriormente para Ia prueba de diferenciacion.

A partir de estas soluciones concentradas se prepard posteriormente una dilucion de 10 en 10, vv
con ¢l mismo medio de enquistamiento con lo que se obtuvieron las concentraciones de [10-100]
pg/ml de cada uno de los extractos aislados (metandlico y acuoso).

Postetiommente, los trofozoitos de ouestra cepa amibiana fueron inducidos & su diferenciacion a
quistes mediante el método reportado por e Dr. Morales-Vallarta en presencia de estas soluciones
y como podemos apreciar en fa Tabla No. 1 tanto &l extracto acuoso como & metanclico a las dos
concentraciones probadas, presentaron una actividad inhibitoria sobre el proceso de diferenciaciin
cetular supenior al 95%.

Considerando que la actividad presentada por ambos extractos se conservd basta la concentracion
minima probads en este estudio preliminar [10 pg/mi] entonces, procedimos a repetir la evaluacion
de estos extractos sobre el enquistamientc de E imuaders pero ahors afiadiendo concentraciones de
ellos hasta 100 veces menores [0.1-1.0 pg/ml].

En I tabla No. 2 se observan estos resultados y apreciamos que tanto el extracto acuoso como o
metanalico tuvieron la capacidad de couservar su efecto inhibitario (50 %) sobre ¢ proceso de
enquistamiento de esta cepa amibiana hasta uma concentracion de 1.0 pg/ml en relaciom con el
cultivo testigo.



TABLA 1. Efecto Inhibitorio de los Extractos Acuoso y Metanélico

(10-100 pg/ml) Aislados de Castela texana sobre

¢l Proceso de Enquistamiento de Entamoeba invadens.

_ Extracto Cél. Totales Quistes Enquistamiento Inhibicion del
[ng/ml] (10%) (10%) (%) Enquist. (%)
Acuose;
100.0 5.810.7 0.005:0.001 0.1 99.8
10.0 6.5:0.5 0.1+0.07 1.5 97.6
Metandlico:
100.0 6.3:0.9 0.01:0.01 0.0 100.0
10.0 5.4+0.2 0.1:0.04 2.2 96.4
Testigo 6.0:0.7 3.7:0.30 61.6

Leos valores son la media + DE para 3 determinaciones.
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TABLA 2. Efecto Iuhibitorio de los Extractos Acuoso y Mctandlico
(0.1-1.0 pg/ml) Aislados de Castela texana sobre

1 Pr Fnguistamie amoe

Extracte  Cél.Totales Quistes  Enquistamiento  Inhibicién del
[ng/mi] (109 (10°) (%) Enquist. (%)
ACU0s0:

0.1 4.9£0.6 2.0+0.1 40,2 16.2

1.0 4,705 0.9+0.07 183 62.0
Metandlico:

0.1 5.0+0.4 1.8+0.02 36.0 25.0

1.0 4.9+0.6 0.8+0.03 16.3 66.0
Testigo 4,640,7 2.2+0.30 49.0

Los valores son la media + DE para 3 determimaciones.
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8.6. Determiunacion de ia Concentracioa Subletal del Extracte Metandlice Aisiade de s C
texana sobre o Crecimiento de Trofozoitos de E. invadens.

Como en el estudio anterior pudimos apreciar que los extractos sislados de C. &xang (acuoso y
metandlico) habian presentado una buena actividad imhibitoria > 50 %) sobre la diferenciacion de
trofozoito a quiste de 1a cepa IP-1 de E. imuadens nos intereséd eatonces, determinar si esta actividad
inhibitoria no ers més que e resultado de una actividad litica directs de estos exiractos sobre los
trofozoitos amibianos ya que, esta lisis 0 destruccion de nuestros @rofozoitos se traduce, en la
dismimicion del nimero o densklad de céulas (trofozoitos) disponibles para iniciar su
diferenciacion al ponerios en contacto con el medio de enquistamiento.

Asi, para tratar de aclarar esta observacion procedimos a realizar la cinétics de crecimiento de esta
cepa amibiana en presencia de diferentes concentraciones [1,5,10 y 100 pg/ml] de muestro extracto
metanolico activo para determinar la mixima concentracion gue esta ceps amibiana puede aceptar
sin que se vea afectado su procese de crecimiento (determinacion de la concentracidn subletal del
extracto metandlico sobre ¢l crecimiento de E. imvadens). Estos resultados los presentamos en la
Figura No. 7 y en la Tabla 3 en donde podemos apreciar después de correr la cinética de
aecumamdeloswfommque[mpg/nﬂ]ddmmmamﬂmuhmﬁmnmm
mnhquelosaﬂuvospuedmmmquemaemmmsemafwt&doodmga en

comparacion con el grupo testigo (Fotografias 13 y 14).

Tomando como base esta concentracitn [10 pg/mi] det extracto metandlico active se procedi6 a
repemdpromodcmfaenaméndehstofomhmmprmdemméndd
extracto metanolico y se confirmé que 10 ug;'nﬂuhmncembnmquafwmd
crecimicnto de los trofozoitos Pero si es capaz de inhibir su diferenciacion a quiste (Tabla No. 3) y
(Fotografias 15 y 16).



NUMERO DE TROFQZOITOS/ml
o
& ]
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FIGURA No. 7  DETERMINACION DE 1A CONCENTRACION SUBLETAL DEL EXTRACTQO METANOLICO

AISLADO DE LA C. texana SOBRE FL CRECIMIENTO DE TROFOZOITOS DE E. invedens:
®-@ testigo, A-A 1, [J-[05, x-x 10, ©-0 100 pg/ml).



TABLA 3. Efecto del Extracto Metandélico de la Castela texana sobre:
a)El Proceso de Crecimiento de Entamoeba invadens.

TIEMPO (d) 3 6
Conc. 1 ibicié Célylas Inhibicién
[ng/ml] 10 (%) (109 (%)
100 3.3+0.5 63.0 3.940.2 80
10 8.340.7 6.7 13.7:0.3 29
5 9.4+0.9 0.0 16.0+0.2 18
9.4+1.1 0.0 18.840.6 4
Testigo 8.9+0.7 19.5+0.8

—y

Los valores son la media £ DE para 3 determinaciones,

b)El Proceso de Enquistamiento de E. invadens.

Conc, Céulas Totales Quistes Enquistamieate Inhibiciéu del
[wg/mi] (109 (109 (%) caquist.(%)
10.0 : 2405 0.1240.07 12 95.7
1.0 4.9+0.7 0.502:0.40 16.3 63.8
0.1 ' £.0:0.9 1.80:0.21 3690 31.2
Testigo 6.510.4 3.40+:0.40 523

Los valores son ia media + DE para 3 determinaciones.
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EFECTO DEL EXTRACTO METANOLICO DE LA C.texana SOBRE EL CRECIMIENTO DE

TROFOZOITOS DE Entamoeba invadens, CEPA IP-1:
FOTOGRAFIAS No. 13 CONTROL Y No. 14 EXTRACTO METANOLICO 10 Pg/ml.

il N

FFECTO DEL EXTRACTO METANOLICO DE LA C. texana SOBRE EL ENQUISTAM]ENTO

DE TROFOZOITOS DE Entamoeba invadens, CEPA IP-1:
FOTOGRAFIAS No. 15 CONTROL Y No.16 EXTRACTO METANOLICO 10 pg/ml.
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8.7. Actividad Inhibitoria de las Fracciones Acwosa, Intermedia ¥ Diclorometase Aisindas del

Extracto Metanélico Activo de ln Castels texana sobre e Precess de Enquistamiento de
Entamoeba invadens.,

Considerando la alta actividad inhibitoria que presentd el extracto metandlico sislado de In reiz de
Ia C. texana sobre nuestros cultivos de trofozoitos amibianos se procedié a fraccionario tomando en
cuenta log diferentes estudios fitoquimicos realizados con @ (cromatografia en caps delgada y
prucbas colorimétricas) y presentados en la Tabla No. 4 en donde, podemos apreciar que este
extracto contiene compuestos activos de tipo simaroubolidano ademiis de sesquiterpenlactonas y

presenta algunas insatursciones y, resultdé negativo para compuestos quimicos como cumarinas,
alcaloides y flavonoides.

En relacion con estos antecedentes, se procedid a fraccionar nuestro extracto metandlico activo en
un embudo de separacion (Foto 17) empleando para ello un sistema de solventes de agua y
dicloruro de metileno ea la proporcidm 3:1, viv con lo cual, se recuperaron las siguientey fracciones:
acuosa, diclorometano y una tercera fraccién que resultd de la parte del extracto que no entrd en
solucibén con ningimo de los dos sotventes y que reconocimos como fraccién intermedia.

Posteriormente se procedio a determinar la actividad inhibitoria de las tres diferentes fracciones
aisladas sobre e proceso de diferenciacion de Ensamoeba invadens:

Inicialmente se prepard una solucion concentrada [100 pg/ml] de cads una de estas tres fracciones
empleando el propio medio de enquistaniiento y posteriormente haciendo diluciones seriadas de 10
en 10, con este mismo medio se obtuvieron las concentraciones: [0.1-10.0 pg/ml] en donde,
dmpuéademaﬂuhsﬁnfozoﬁosemﬁmmmqmﬂmmﬁamdgmudomcm
observamos que aunque las tres fracciones presentaron una actividad inhibitoria mary similar (Tabla
No. 5), aparentemente, la fase intermedia resultd un poco mis activa ya que 2 la minima
concentracion probada [0.1 pg/ml] mostraba una actividad inhibitoria sobre o enquistamiento de
muestros trofozoitos amibiznos de alrededor del 50% en comparacién con las otras dos fracciones
quiénes solo mostraron actividad hasta la concentracion de [1.0 pg/mi].



___TABLA 5. Actividad de las Fracciones: Intermedia y
Diclorometano Aisladas del Extracto Metanélico de la Castela texana
sobre el Proceso de Enquistamiento de E. invadens.

Fraccién Cél. Totales Quistes Enquistamiento Imhibiciéa del

[ng/ml] (10°) (109 (%) Enquist. (%)
Acugsa:

0.1 5.240.8 1.9:0.04 34.6 38,9

1.0 4,7:0.3 1.240.04 25.5 549
10.0 6.1:0.5 0.720.07 11.5 79.7
Intermedia:

0.1 5.6:0.4 1.7+0.31 30.3 46.5

1.0 4.4:1.0 0.9+0.14 20,9 63.0
10,0 4.240.9 0.10:0,02 2.4 95.7
Diclorometano:

0.1 4.6+0.3 1.640.20 34.7 38.7

1.0 3.810.2 1.0+£0.20 26.3 538
10.0 6.5:0.5 0.0740.02 1.1 98.0
Testigo 6.00.7 3.40+0.40 56.6

Los valores son la media £ DE para 3 determinaciones.



8.8. Cernimiento de Ia Actividad Inhibitoria de la Castela texana sobre e Proceso de
Enquistamiento de Entamoeba invadens.

Considerando estos resultados se procedid a separar esta fase intermedia activa para tratar de aislar
algin tipo de compuesto: Se preparé una columna de cromatografia liquida (Foto 18) en donde
depositamos nuestra mmestra activa (fase intermedia) colectada y probada con anterioridad y
después de correrla, con diferentes sistemas de solventes y obtener multiples fracciones (mas de
100, Foto 19) las cuales fueron sometidas posteriormente a estudios cromatogrificos (Tabla No. 6)
para hacer un seguimiento de su fraccionamiento y de su actividad logramos aisiar un polvo de
color casi blanco el cual mediante diferentes procesos de lavado segGn se mencionaron en la
seccion de material y métodos se fue purificando hasta tener un polvo fino de color blanco.

Posteriormente después de someter esta muestra a diferentes pruebas fitoguimicas de tipo fisicas,
quimicas y espectroscopicas (Figuras No. 8-10) se logré la confirmacién de que el compuesto
aislado se trataba del compuesto reportado como la chaparrina.

Este compuesto fue incluido al igual que la fraccion intermedia y el extracto metanélico de los
cuales fue aislado en um estudio para determinar su capacidad para inhibir el proceso de
enguistamiento de nuestros trofozoitos amibiano y asi, realizar el cernimiento de la actividad de C.
lexana.

Los resultados se muestran en la Tabla No. 7 y en ella podemos apreciar, que aunque el efecto
inhibitorio obtenido con la chaparrina no alcanz$ valores superiores al 71% a la maxima
concentracion probada [10.0 pg/mi} en comparacién, con fa actividad presentada por el extracto
metanolico y por la fase intermedia quiénes mostraron valores inhibitorios mayores al 90 % a esta
concentracion, la chaparrina, conservd su actividad hasta la concentracion de 1.0 pg/ml (56 %
activa) en comparacion con nUestro grupo testigo..
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TABLA 7. Cernimiento de la Actividad de la Caszela texana sobre

el Proceso de Enquistamiento de Entamoeba invadens.

Solacién CéL Totales Quistes Enquistamiento Inhibicién del
[ng/ml] (10 (109 (%) Enquist.(%)
Extracto Metandélico:

10 5.440.5 0.1210,07 2.2 96.1

1.0 4.9+0,7 0.80+0,40 16.3 71.2

0.1 5.0+0.9 1.80+0.21 36.0 36.4
Fase Intermedia:

10 4,2+0.9 0.10+0.02 2.4 95.7
1.0 4.4£1.0 0.92+0.14 209 63.0
0.1 5.6x0.4 1.70+:0.31 30.3 46.5
Chaparrina:

10 5.0:0.7 0.81+0.01 16.2 71.4
1.0 5.3:0.6 1.30£0.23 24.5 56.7
0.1 5.5:0.5 2.3020.37 413 26.1
Testige: 6.0+:0.7 3.40+0.40 56.6

Las valores representan la media + DE de 3 determinaciones,



3.9. Estudio Comparstive de In Actividad de ln Chaparrina , is Emetina y of Tinidazel sobre
¢l Crecimiento de Trofozoitos de Entamoeba invedens, cepa IP-1,

Lz Tabla No. 8 nos muestra los resutados de mn estudio comparativo entre la actividad del
compuesto puro (chaparting), aislado de la planta en estudio y dos drogas antismibianas de uso
clinico reconocido: emetina y tinidazol sobre el proceso de crecimiento de muestros trofozoitos
amibianos de £. invadens, cepa IP-1 en relacion con ¢ crecimiento de nuestro cultivo testigo.

Con este estudio podemos determinar que tanto el tinidazol como Ia emeting resultaron ser
ampliamente efectivos sobre el trofozoito o forma mévil del parisito, y3 que a las tres
concentraciones probadas [1.0, 10 y 100 mM], estas dos drogas antiamibianas mostraron una fuerte
actividad litica o destructiva sobre miestros trofozoitos amibianos,

A lag dos concentraciones mayores probadas [10 y 100 mM] estas drogas produjeron un 100 % de
mhibicion en el crecimiento de los cultivos y ain a la minima conceatracion [1.0 mM] cominuaron
activas produciendo una inhibicién > 50 %. -

La chaparting, en cambio, sunque a concentraciones elevadas [100 mM] si fe capaz de inhibir casi
en su totalidad el crecimiento de los trofozoitos (96.2 % de inhibicién) su capacidad inhibitoria fue
dismimiyendo gradualmente ep funcion de sy concentracion: 68 y 40 % a las concentraciones de 10
y 1.0 mM respectivamente.

Eummsmmmmwmmwuﬁm:mw&}m
sin que se vea afectado su proceso de crecimiento y no asi ninguna de las drogas antiamibianas
empleadas como controt.

La secuencia fotografica 20-23 muestra Is actividad del tinidazol, ls emetina y Is chaparrina [10
mM] sobre el crecimiento de los trofozoftos amibianos en comparacién con e crecimuento de
mesuoadﬁvowaigoampuiododehmbadéndenh.&dlmmdmm&ﬁuﬁrm
wﬁﬁdadﬁﬁeaqmpmsanmmhuneﬁmoonwdﬁmdaml(fomgzzyﬁ)mmén
mndmmpodehfaosmﬁammﬁwdehwﬁvﬁaddehdnpumﬁaoﬂ)eqdpn&ah
misma concentracidon [lOmM]wnsewdiermaprecinuofomitosviubiesu.lmownnqnqlos
cuales como se pudo comroborar después de mantenerlos en de pasarlos al medio de crecimicuto
TYI-S-33 fueron muevamente de crecer y liegar a confluencia

lmfomitoaqmstedehamiba,porloqueddmgmuoqcunmw?ueafeqem
mewﬁdesrmuﬁﬁdadmwbdemmdehmmmm
el buen control de la diseminacion de este parasito.
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TABLA 8, Actividad de la Chaparrina, Emetina y Tinidazol

sobre el Crecimiento de Entamoeba invadens.

TIEMPO (d) 3 L3
CE] I I Ill' 'i CEI l l l.l. .i
(10Y (%) (10 (%)
Droga (mM]
Chaparrina:
100 1.3:0.5 80.4 0.540.1 9.2
10 3.020.4 56.0 38104 68.0
1 4.540.9 33.7 7.240.2 40.2
Emetina;
100 1.740.5 75.0 0.040.2 100.0
10 2.840.7 58.8 0.0+0.4 100.0
1 3.3:0.9 51.5 3.240.2 73.8
Tinidazal:
100 1.50.5 63.0 0.0+0.1 100.0
10 1.0+0.7 85.0 0.00.4 100.0
1 2.940.9 56.8 3.8:0.2 68.3
Testigo: 6.8:0.7 12.0+:0.4

Los valores son la media + DE para 3 determinaciones.



ACTIVIDAD DE LA CHAPARRINA, EMETINA Y TINIDAZOL 10w
SOBRE FL CRECIMIENTO DE Entamoeba invadens, CEPA IP-1.

FOTOGRAFIA No.20 TESTIGO. FOTOGRAFIA No.21 CHAPARRINA,

FOTOGRAFIA No. 232 EMETINA. FOTOGRAFIA No.23 TINIDAZOL.




8.10. Actividad de Ia Chaparrina y de Iz Rifampicina sobre ol Procese de Enquistamicnte de
Entamoeba invadens, cepa IP-1.

Pmmdedeﬁ:ﬁrdprohabhmecuimdewdéquh&khmmﬁmmhﬁnwd
proceso de diferenciacion de E invadens llevamos 3 cabo un estudio preliminar em donde
dﬂumhmmhacﬁvidadquembmeaepmmpmﬁmtmhﬁfmm“m
comentamos en [a seccién de material y métodos es una droga que posee actividad inhibitoria sobre
hdifumdaciéndedgmosmgmﬂmyaﬁudﬁnmadmﬁsuhdnpuﬁn,wmm
sislado por nosotros a partir del extracto metandlico active de la Castela y comparamos su
actividad contra la de un cultivo testigo que representa el proceso de diferenciacion de este parasito.

La Tabla No. 9 nos muestra los resultados en donde podemos observar que Ia rifampicina, droga de
interés, no presentd efecto alguno sobre la diferenciacion de E imvadens a ninguna de las
concentraciones probadas (0.1-10.0 mM] ea cambio, la chaparring si file capaz de inhibir el proceso
de diferenciacion de la amiba a las dos concentraciones mgyores probadas e este estudio:

[1.0-10.0 mM].

Estos resuhados resultan muy intercsantes porque de eflos podemos definir que aparentemente la
amiba no utiliza ¢ mecanismo de accidn que utilizan los otros organismos a los cusles fa
nfampicing i iohibe su diferenciacion (esta droga ecta como una drogs mhibidora ded DNA
dependiente de la RNA polimerasa).

En las fotografias 24, 25 y 26 podemos observar como la chaparrina [10 mM] inhibsd
enquistamiemto de la amiba, por lo que lo se pudieron observar la producciim de muy pocos
quistes pero de forma aislada y no en grandes grumos como en el caso de la misma concentracion
de la rifampicina en comparacion con muestro grupo testigo.

Con estos resultados podemos definir a la concentracién de 1.0 mM como Is concentracion con ls
que I3 chaparring no inhibe el proceso de crecimiento de [a amiba pero si su diferenciacion a quists.
Este velor es 10 veces menor que € que requiere o extracto metandlico wislado de la . texana para
actuar de manera semejante.
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TABLA 9. Actividad de la Chaparrina y Rifampicina sobre el

Proceso de Enquistamiento de E. invadens.

Compuesto Cél.Totales Quistes

Enquistamiento Inhibicién del

[mM] (109 (109 (%) enquist.(%)

Chaparrina:

10 4.240.5 L10+0.4 105 80.0
1.0 5.0+0.7 0.8210.1 16.4 69.1

0.t 5.3:0.6 1.90+0.2 358 315
Rifampicina:
10 5.7%0.3 2.1110.1 37.1 29.1
1.0 6.3:0.7 2.39:0.2 459 12.5
0.1 6.5:0.4 3.09+0.3 47.6 9.0
Testigo 6.5:0.3 3.40+0.2 52.3

Los valores son Iz media £ DE para 3 determinaciones.



ACTIVIDAD DE LA CHAPBRRINA Y DE LA RIFAMPICINA 10mM
SOBRE EL PROCESO DE ENQUISTAMIENTO DE E. invadens, CEPA IP-1.




8.11. Proceso de Desenquistamiento.

Los quistes obtenidos después de inducir el enquistamiento de los trofozoitos de E. invadens se
colectaron y se sometieron a procesos de lavado con PBS como se mencioné en la seccion de
material y métodos.

Posteriormente estas células se transfirieron al medio de crecimiento rico en nutrientes conocido
como TYI-S-33 y se observo su capacidad de diferenciarse nuevamente a trofozoito o forma mévil
de la amiba hasta llegar a producir un cultivo en confluencia.

Este proceso esté representado por nuestro cultivo testigo el cual, se puede apreciar en la fotografia
No. 27 en donde podemos observar miltiples trofozoitos en crecimiento.

En cambio los pocos quistes que se lograron formar y colectar de los cultivos que habian estado
€xpuestos ya sea al extracto metandlico como a la chaparrina [10.0 mg/ml y 1.0 mM]
respectivamente no conservaron la capacidad de diferenciarse a trofozoitos como se puede apreciar
en las fotografias No. 28 y 29.
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PROCESO DE DESENQUISTAMIENTO BE Entamoeba invadens, CEPA oy B

FOTOGRAFIA No, 28 CHAPARRINA FOTOGRAFIA No. 29 EXTRACTO METANOLICO

[1m) [0 g/m1.]




9. DISCUSIONES Y CONCLUSIONES.

1.Se confirmd que Entamoeba invadens, es una especie amibiana que posee la capacidad de
enquistarse ir vigro.

2. Se observa que, durante su diferenciacion de trofozoito 8 quiste, e proceso de enquistamiento
ocurre de manera simultanea con el de su crecrmiento.

2, Al someter los cultivos de trofozoftos de esta especie amibiana al proceso de enquistamiento la
aparicion de los primeros quistes se aprecié a partir de las primeras 24 h y, la produccion de los
mismos se fue incrementando con el tiempo hasta alcanzar su valor maximo en el cuarto dia y, a
partir de este, tanto la produccién de quistes como el crecimiento de los trofozoitos inicié un
proceso de decauniento.

3. Los quistes producidos en nuestros cultivos testigo mexiante el proceso reportado por el Dr.
Morales-Vallarta se observaron refringentes bajo la técmica microscépica de contraste de fases,
repelentieron ¢l colorante vital azil de tripano v, resistieron [a accion del detergente triton —100.
Por las propledad&s mencionadas se observé que casi inmediatamente después de su transferencia
al medio de crecimiento TYI-S-33 los quistes colectados fueron capaces de desenquistarse,
convirtiéndose nuevamente en trofozoitos y después de un periado de tiempo que varid en funcidén
del nimero inoculado crecieron, se propagaron y llegaron a formar un cultivo en confluencia.

4. Después de extraer la raiz de la Casrela texana colectada para auestro estudio por separado con
agua y metanol obtuvimos una recuperacion del 1 y 5% de los extractos acuoso y metandlico,
respectivamente.

5. Después de someter a los trofozoitos de esta especie amibiana duramte su proceso de
diferenciacién a la accion de cada uno de estos extractos abservamos que ambos fueron capaces de
inhibir el enquistamiento de nuestros cultivos hasta la concentracion de 1.0 ug/ml.

6.La cromatografia en capa delgada y las pruebas colonimétricas practicadas al extracto metanolico
activo aislado de la C. texana revelaron la presencia de compuestos quimicos del tipo de
simaroubolidanos y de sesquiterpenlactonas ademds de contener algunas instauraciones.

7. Después de fraccionar el extracto metandlico activo de la C. fexana se pudo hacer un
seguimiento de su actividad sobre el proceso de diferenciacion de E. invadens legando al
aidamienmto de un compuesto puro reconocido como chaparrina el cual presentt también buena
actividad sobre la diferenciacion de esta cepa amibiana.

3. Se reconocio que 10 pg/ml y 1.0 mM respectivamente son, 1as concentraciones dptimas que
tanto el extracto metandlico como la chaparrina requieren pars inhibir sy diferenciacion a quiste y
viceversa, sin afectar el crecimiento de los trofozoitos.
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9. Confirmamos que la emetina asi como el tinidazol son drogas activas solo sobre e trofozofto o
forma movil de |2 amiba.

10. En cambio la rifampicina, droga inhibidora de la citodiferenciacién de dlgunos arganismos no
presento efecto alguno sobre el enquistamiento de la amiba pudiéndose deber esto probablemente a

quealmouwmodeag:‘egarsemdrogahsmfozohosynhabimhﬁdadompmmode
diferenciacion.

11.Los resultados enontrados con la rifampicina nos indican que la chaparrina utiliza algin otro
mecanismo para inhibir el proceso de diferenciacion de este pardsito.

lz.EstosrwlltadosnosalientanparaeoutimmreonelesmdiodeCaa‘elammpmﬂegnral
conocimiefito de una nueva droga util en el tratamiento de la amibiasis asi como en la produccién
de nuevas estrategias para el buen control de la diseminacion de este parisito,

13. Ademas nuestros resuitados obtenidos con la cepa IP-1 de E. imvadens podrian aplicarse a I
especie de Entamoeba histobtica ya que como se ha observado en estudios reportados con
anterioridad Entamoeba histolytica es mas sensible que la especie utilizada en este estudio por lo
que podriamos esperar obtener resultados muy similares con E. hisiolytica..
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