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RESUMEN

El uso indiscriminado de medicamentos y la aparicion de cepas con drogo-resistencia,
han traido como consecuencia el resurgimiento de enfermedades ancestrales como
tuberculosis, antrax, amibiasis, giardiasis y enfermedades bacterianas que producen
diarrea. Una alternativa viable para enfrentar esto, son las plantas medicinales,
consideradas como una importante fuente para el desarrollo de nuevos agentes
quimioterapéuticos. En México, se cuenta con una gran diversidad botanica y solo un
bajo porcentaje ha sido estudiado cientificamente. En este trabajo nos propusimos
explorar la actividad antiprotozoariade los extractos metandlicos de la partes aéreas de
las plantas Chenopodium ambrosioides, Equisetum hyemale, Larrea tridentata,
Tamarindus indica y Thymus vulgari contra el crecimiento in vitro deEntamoeba
histolytica, Giardia lamblia, y Trichomonas vaginalis s. Se adquirieronlas plantas de los
mercados locales ymediante maceracion en friose obtuvieron los extractos metandlicos y
sus rendimientos fueron los siguientes: Ch. ambrosioides: 8.66%, E. hyemale: 4.69%, L.
tridentata: 15%, T. indica: 13.31% y T. vulgaris: 12.15%. En pruebas bioldgicas, a una
concentracion inicial de 300 ug/mL el extracto metanolico de L. tridentatamostrd los
siguientes % de inhibicion: 95.21contra E. histolytica 95.52 contra G. lamblia y91.26
contra T. vaginalis se determind su Clsg: 90.38 + 2.19 pg/mL, 98.47+ 2.27ug/mL y
130.57 + 2.1 ug/mLcontra E. histolytica, G. lamblia y T. vaginalis respectivamente. El
extracto de T. vulgaris mostrd los siguientes % de inhibicion: 14.12 contra E. histolytica,
95.86 contra G. lamblia y 96.42 contra T. vaginalis, sus Clsy fueron los siguientes: 86.41
+ 2.15 pg/mL y 115.47 + 1.41 pg/mL contra G. lamblia y T. vaginalis respectivamente,
el Clso contra E. histolytica no se determiné ya que su -% de inhibicion fue bajo. Los
extractos de las otras plantas mostraron baja actividad por lo que se continuo el trabajo
solo con las 2 plantas ya mencionadas. Los extractos se fraccionaron mediante métodos
directos (particiones), L. tridentata perdid su actividad al intentar fraccionar el material
de un lote nuevo, por lo que se continuo el trabajo conT. vulgaris, en el cual de una
parte soluble en hexano + una parte soluble en acetona, se logro identificar mediante
métodos quimicos y espectrometria de masas, una mezcla de &cido ursdlico, acido
oleanoico y acido betulinico, a los cuales se les determiné su Clsg resultando 41.68 +
4.24 pg/mL para G. lamblia y 75.93 + 2.29 pug/mL contra T. vaginalis. Se evaluo la
actividad del acido ursolico comercial y se obtuvo una Clso de 8.12 £ 0.43 pg/mL contra
G. lamblia y 5.51 + 0.16 ug/mL contra T. vaginalis. La citotoxicidad sobre células
VERO para el extracto metandélico crudo de T. vulgaris mostré una Clso de 260.46 +
5.34, la mezcla de compuestos identificados como acido oleanoico, acido ursélico y
acido betdlinico mostraron una Clsy de 260.74 + 3.16 ug/mL y el acido ursélico
comercial > 300 pg/mL.



ABSTRACT

The indiscriminate use of drugs and the emergence of drug-resistant strains have
resulted in a resurgence of ancient diseases such as tuberculosis, anthrax, amoebiasis,
giardiasis and bacterial diseases that cause diarrhea. A viable alternative to face this, are
medicinal plants, considered as an important source for the development of new
chemotherapeutic agents. In Mexico, it has a great botanical diversity and only a small
percentage has been scientifically studied. In this paper we set out to explore the
antiprotozoal activity of methanol extracts obtained with the the aerial parts of
Chenopodium ambrosioidesEquisetum hyemale, Larrea tridentata, Tamarindus indica
and Thymus vulgaris plants against in vitro growth of Entamoeba histolytica, Giardia
lamblia and Trichomonasvaginalis. These plants, of local markets were purchased and
by cold maceration, the methanol extracts were obtained and their yields were as
follows: Ch. ambrosioides. 8.66%, E. hyemale: 4.69%, L. tridentata: 15%, T. indica:
13.31%: and T. vulgaris 12.15%. In biological tests at an 300 pug / mL of initial
concentration, the methanolic extract of L. tridentata showed the following % of
inhibition growth: 95.21against E. histolytica; 95.52 against G. lamblia and 91.26
against T. vaginalis, their 1Cso was determined: 90.38 £ 2.19 ug / mL, 98.47 +2.27ug /
mL and 130.57 £ 2.1 pg / mL against E. histolytica, G. lamblia and T. vaginalis,
respectively. T. vulgaris extract showed the following % of inhibition growth: 14.12
against E. histolytica; 95.86 against G. lamblia ; and 96.42 against T. vaginalis, their
ICsp were: 86.41 + 2.15 ng / mL and 115.47 + 1.41 pg / mL against G. lamblia and T.
vaginalis, respectively, the ICsy against E. histolytica was not determined because their
% of inhibition growth was low. The other plants extracts showed low activity so we
continued the work alone with 2 plants above mentioned. The extracts were fractionated
by direct methods (partitions), the L. tridentata extracts, lost the activity when trying to
split the material of a new batch, so we continued working with T. vulgaris, which was
achieved identify a mixture of ursolic acid, oleanolic acid, and betulinic acid obtained
from hexane soluble portion + one acetone soluble part, using chemical methods and
mass spectrometry their 1Csy was determined which resulting in:41.68 + 4.24 ug / mL
against G. lamblia and 75.93 +2.29 pug / mL against T. vaginalis. The inhibitory activity
was tested of commercial ursolic acid and was determined an ICsp of 8.12 = 0.43 pg /
mL against G. lamblia and 5.51 = 0.16 ug / mL against T. vaginalis. The cytotoxicity on
VERQO cells for crude methanolic extract of T. vulgaris resulted with an ICso of 260.46 +
5.34 pg / mL, the mixture of compounds identified with an ICsq of 260.74 + 3.16 ng /
mL and commercial ursolic acid > 300 pg / mL.



1. INTRODUCCION

El hombre ha utilizado a las plantas medicinales para obtener remedios o
medicamentos que han curado sus enfermedades, como data en documentos que se han
encontrado desde los afios 5,000 A. C.; hasta la fecha, desde las culturas de los
Vedas,los de Mesopotamia, Asirios y hasta la actualidad(con publicaciones cientificas)
se han apoyado en estos descubrimientos etnobotanicos (Yesilada, 2005). Durante las
ultimas décadas, el uso de las plantas medicinales ha ganado popularidad mundial y la
mayoria de los paises desarrollados usan la medicina tradicional como alternativa. Ya es
evidente, que en Europa los paises comoBulgaria, Alemania y Polonia son grandes
exportadores de fitofarmacos ya que usan como productos medicinales mas de 1,500
especies de plantas pertenecientes a 200 familias y 800 géneros. Ademas varias naciones
incluyendo a China, Nigeria, Tailandia y Mexico, han decidido integrar las
investigaciones etnobotéanicas en sus sistemas basicos de salud y cada vez mas paises
desarrollados estan adoptando este sistema (Hoareau y DaSilva, 1999).

El desarrollo y la comercializacion de fitofarmacos se basan en la disponibilidad,
facilidades e informacién concerniente a los procesos de extraccion, purificacion,
produccién industrial y comercializacion de productos extraidos de plantas o
desarrollados a partir de éstos (Hoareau y DaSilva, 1999). Las plantas medicinales son
un componente integral de desarrollo de investigacion y constituyen una alternativa
importante para la obtencion de nuevos e importantes medicamentos o compuestos
semisintéticos, que han servido para curar enfermedades a menor costo (Balick y Cox,
1995).

En afios recientes, la poblacion mundial ha aumentado su interés en usar
medicamentos de origen y terapias alternativas obtenidas de las plantas como infusiones
herbales, extractos etanolicos, metandlicos, cloroformicos, tinturas, suplementos
alimenticios y fitomedicamentos (Cowan, 1999; Hammer, et al. 1999). Esta inclinacién
es debido a: 1) que la mayoria de los microorganismos han desarrollado farmaco-
resistencia y la medicina convencional cada vez es mas ineficiente, 2) el uso

indiscriminado e incorrecto de medicamentos han dado como resultado efectos



colaterales a los usuarios (intolerancia, mutagénesis, enfermedades autoinmunes) y 3) no
siempre se tiene acceso a tratamientos convencionales farmacoldgicos por su elevado
costo o disponibilidad (Rates, 2000).

Ademas se ha observado en forma muy evidente el resurgimiento de
enfermedades parasitarias como son; la amibiasis, la giardiasis y la tricomoniasis
(Epidemiologia, SS, 2008); ya que los fa&rmacos son menos eficaces por la aparicion de
cepas farmaco-resistentes (Ali y Nozaki, 2007). Por ello, es imperante el desarrollar y/o
buscar nuevos medicamentos que puedan ayudar a controlar a estos microorganismos y
las posibles soluciones pueden ser: a) modificar quimicamente los farmacosya existentes
para hacerlos més efectivos y/o menos toxicos para el hospedero, b) desarrollar nuevos
medicamentos que estimulen los mecanismos de defensa innatos de los hospederos y c)
buscar e identificar en la medicina tradicional fuentes naturales que contengan
compuestos para desarrollar nuevos farmacos mas selectivos y efectivos para las cepas
resistentes o con mayor potencia (Fabricant y Farnsworth, 2001). En este trabajo
apegandonos en la solucion c), se evaluaron la actividad antiprotozoaria de 5 extractos
metanolicos de plantas con antecedentes etnobotanicos contralos protozoarios patégenos

Entamoeba histolytica, Giardia lamblia y Trichomonas vaginalis.



2. HIPOTESIS

Los extractos metandlicos deChenopodium ambrosioides “Epazote”, Equisetum hyemale
“Cola de caballo”, Larrea tridentata “Gobernadora”, Tamarindus indica “Tamarindo” y
Thymus vulgaris “Tomillo” contienen compuestos que poseen actividad antiprotozooaria
sobre el crecimiento in vitro deEntamoebahistolytica, Giardialamblia vy

Trichomonasvaginalis.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad biol6gica inhibitoria de los extractos metandlicos y sus fracciones,
obtenidos de de las plantas Chenopodium ambrosioides “Epazote”, Equisetum hyemale
“Cola de caballo”, Larrea tridentata “Gobernadora”, Tamarindus indica ‘“Tamarindo” y
Thymus vulgaris “Tomillo” sobre el crecimiento in vitrode Entamoeba histolytica,
Giardia lamblia y Trichomonas vaginalis y determinar el Clsode los extractos méas

activos.



3.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

3.2.1. Identificar las plantas en estudio y obtener extractos metanolicos por maceracion.

3.2.2. Determinar los pardmetros de crecimiento de Entamoeba histolytica, Giardia

lamblia y Trichomonas vaginalis.

3.2.3. Efectuar pruebas de actividad bioldgicas de los extractos metandlicos, sobre
crecimiento in vitrode E. histolytica,G. lamblia y T. vaginalis y determinar CI150 de los

mas activos.

3.2.4. Particionar y fraccionar los extractos de mayor actividad por métodos

cromatograficos.

3.2.5. Seleccionar la fraccibn de mayor actividad por pruebas bioldgicas

biodirigidascontra crecimiento in vitrode E. histolytica, G. lamblia y T. vaginalis.

3.2.6 Identificar quimicamente y por métodos espectroscopicos los compuestos de la 6

las fracciones que hayan resultado mas activas y determinar su CI50



4. ANTECEDENTES

El uso terapéutico de las plantas es tan antiguo como lo son las civilizaciones
humanas y han evolucionado a la par con ellas. La vasta mayoria de la gente del planeta
continda confiando en sus sistemas étnicos, del uso de medicamentos o drogas a base de
plantas. Los sistemas herbolarios chinos e hindus estan bien establecidos con registros
escritos de alrededor de 3000 afios de antigiiedad. La busqueda de drogas a partir de las
plantas medicinales continla proveyendo de nuevos e importantes compuestos 0
principios activos contra varios blancos farmacoldgicos que incluyen el cancer,
parasitosis, enfermedades cardiovasculares y desordenes neurolégicos. Muchas drogas
de origen en los productos naturales de plantas han sido aprobados por la US Food and
Drug Administration (FDA), para su uso, proporcionando buenas ganancias en el
mercado farmacol6gico (Ramawatet al., 2009).

La Organizacion Mundial de la Salud ha estimado que el empleo de las plantas
medicinales cumple un papel preponderante en la atencién primaria de la salud,
atendiendo a casi un 80% de la poblacion que habita el planeta (Ocegueda, Moreno y
Koleff. 2005).

La naturaleza es una abundante fuente de farmacos, sin embargo, se estima que
solo del 5 al 15% de las aproximadamente 250,000 especies han sido estudiadas

sistematicamente por la presencia de compuestos bioactivos (Anthonyet al., 2005).

La comunidad cientifica internacional ha centrado sus esfuerzos en la busqueda
de nuevas fuentes de principios activos a partir de plantas conocidas por sus usos

etnoboténicos (Laza et al., 2003).

Un analisis de las prescripciones o recetas presentadas en farmacias de EUA,
arrojé en 1998 que alrededor del 25% de ellas, contenian la recomendacion del uso de

extractos de plantas o principios activos derivados de ellas.Por otra parte, no menos de



119 sustancias quimicas derivadas de 90 especies pueden ser consideradas de
importancia farmacoldgica,actualmente en muchos paises, de ellas, el 74% fue
descubierto como resultado de estudios quimicos o aislamientos de los principios activos

de plantas usadas en la medicina tradicional (Cragg y Nexman 1999).

Para combatir la parasitosis, es comun que la poblacion acuda al uso de plantas
medicinales, ya que los medicamentos disponibles, presentan efectos adversos o tienen

costos muy elevados(LOpez-Saez yPéerez-Soto 2010).

La parasitosis tiene distribucion mundial, aunque estan estrechamente ligadasa la
pobreza y a las malas condiciones higiénico-sanitarias, por loque aparecen Mas
frecuentemente en paises en vias de desarrollo y en especial en zonas Geogréaficas donde
las condiciones ecoldgicas favorecen la persistencia de los parasitos (Sanchez-Vega et
al., 2000).

Las infecciones intestinales causadas por parasitos en el ser humano representan
uno de los principales problemas de salud publica Las prevalencias mas altas se
observan en paises en vias de desarrollo y en regiones tropicales y subtropicales donde
es frecuente la contaminacion de agua o alimentos con materia fecal (Perez-Arellano et
al., 2007).

La frecuencia de la parasitosis en México es muy variable, con cifras que
fluctian del 2 al 39% (Diagnostico y Tratamiento de la Giardiasis en Nifios y
Adolescentes de 1 a 18 afios en el Primer y Segundo Nivel de Atencion, Afo de
asignacién de la GPC).La parasitosis intestinal es una de las causas de morbilidad y se
calcula que las infecciones intestinales, en donde se incluye la enteroparasitosis,
producen la pérdida de aproximadamente 1.6 millones de afios de vida potencial
(Sanchez-Vega et al., 2000).

Por otro lado, las infecciones de transmision sexual (ITS) constituyen un severo

problema de salud publica a nivel mundial. Los agentes causales incluyen bacterias,



virus, hongos y protozoos. Dan lugar a un gran nimero de complicaciones y secuelas,
ademas, existe una importante correlacion entre las ITS y la infeccion por el VIH. Las
vulvovaginitis infecciosas son una causa muy frecuente de consulta ginecoldgica y
pueden agruparse en funcion de los agentes patdgenos involucrados, la vaginitis, es un
sindrome polimicrobiano asociado a la disminucion de lactobacilos y a altas
concentraciones de organismos anaerobios, entre ellos Trichomonas vaginalis, el agente

no viral de transmision sexual mas frecuente (Uribarren-Berrueta, 2014).

E. histolytica, G. lamblia y T. vaginalis, son denominados parasitos de las
mucosas(Das, et al. 2005), mientras que los trofozoitos de E. histolytica y G. lamblia
colonizan el intestino delgado, T. vaginalis habita el tracto genitourinario de humanos.
Estos parasitos demuestran varias caracteristicas bioquimicas y biol6gicas comunes,
tales como metabolismo de carbohidratos anaerdbico y la carencia de una tipica
mitocondria, ademas de la falta de un bien desarrollado aparato de Golgi y otros

organelos tipicos de los eucariotes (Bansal et al. 2005)

Para el tratamiento contra estos tres parasitos, la droga de predileccion es el
metronidazol ya que su mecanismo de accion antiprotozoaria depende de su reduccién
quimica intracelular, en estas condiciones interactia con el ADN y produce la pérdida de
la estructura helicoidal y rompimiento de las bandas, estas acciones inhiben la sintesis de

acidos nucleicos y producen muerte celular (Pal et al 2009).

4.1Metronidazol

El metronidazol pertenece al grupo de compuestos de los nitroimidazoles, los
cuales fueron sintetizados por primera vez por los laboratorios franceses Rhone-Poulenc
a finales de los 507s. En 1959, se descubrié que los extractos de Streptococcus spp tenian
actividad bioldgicacontra Trichomonas vaginalis. Estudios posteriores aislaron el

compuesto azomicina, como el agente activo, el metronidazole fue creado como un



derivado sintético. Rapidamente se convirtié en untratamiento comin contra la infeccion
por Trichomonas vaginalis.

En 1962, se descubrio accidentalmente su actividad antibacterial al tratar a un
paciente contra tricomonas y que padecia de gingivitis bacterial. En 1970 el
metronidazole se populariz6 como un antibiotico para bacterias anaerobicas y
protozoarios. En los 80°s se decubri6 que este antibidtico era especifico para Entomoeba
histolytica. (Samuelson 1999).

Los parasitos del lumen tienen dos caracteristicas los cuales los distingue de los
otros eucariotas 1) viven en condiciones anaerdbicas, 2) Carecen de mitocondrias y
enzimas de la fosforilacion oxidativa, de hecho a estos parasitos se les conoce como
fosiles vivientes, los cuales reflejan los tipos de vida de los primeros eucariotas hasta la
oxigencion del planteta y la adquisicion de mitocondrias por endosimbiosis. En estudios
recientes se describeque tanto amoeba,giardia y tricomonas carecen de enzimas de
fermentacion como la lactato-deshidrogenasa y la piruvato-descarboxilasa, las cuales
estdn presentes en levadurasy otros eucariotas, se deduce pues, que estos parasitos
adquirieron por transferencia horizontal de bacterias los genes que codifican las enzimas
de fermentacion, esto incluye la proteina de llamada piruvato:ferrodoxin oxidoreductasa

(PFO), la cual esta envuelta en la activacion del metronidazol (Samuelson 1999).

Se ha establecido que los electrones necesarios para activar al metronidazol, se
liberan a partir de piruvato por la actividad de la piruvato: ferredoxina oxidorreductasa
y transferido a la droga por medio de un transportador de bajo potencial redox como la
ferredoxina (Hrdy et al., 2005).

El mecanismo de accion de los nitroimidazoles se refleja en una toxicidad
selectiva para los microorganismos anaerobicos o microaerdfilos y para células anoxicas
e hipdxicas.

Para explicar el mismo se puede dividir en 4 fases:

1. Penetracion del farmaco:



Es por difusion pasiva a través de la pared celular del protozoo que puede aumentar por
el nivel de reduccion intracelular.

2. Reduccion del grupo nitro a un intermediario transitorio toxico:

El grupo nitro actia como aceptor de electrones provenientes de proteinas para el
transporte de electrones como las ferrodoxinas en el caso de T. vaginalis, desviandola de
su ruta normal productora de energia.

3. Accion sobre el ADN del parasito:

Inhiben la sintesis y degradan el ADN, siendo mayor cuanto méas contenido de A+T
tiene el ADN, pues las roturas se producen entre estos residuos, sobre todo en la timina,
y liberan una mezcla de timina y timidina fosfato. T. vaginalis tiene un contenido de
A+T mayor del 70%, por eso la minima concentracion letal (CLM) esta alrededor de 1
pg/ml.

4. Liberacion de productos finales inactivos:

Estos hallazgos son consistentes con los efectos antimicrobianos y mutagénicos del
Metronidazol. Los dos metabolitos principales que resultan de la oxidacion de las
cadenas laterales, ambostienen actividad antitrichomonas (Bendesky y col. 2002;
Vazquez et al., 2001).

Hidrogenosormasa

.~ Metronidazol™ &
-

e -
= 2-NO,, e Metronidazol ™

Fig. 1 Mecanismo de accion de los nitroimidazoles. PFO: piruvato: ferredoxin oxidoreductasa; [2Fe-2S]:

Ferredoxina; HI: hidrogenasa; R-NO2-: radicales libres (Vazquez et al., 2001).

4.1.2Resistencia al farmaco.

4.1.2.1 Resistencia de Entamoeba histolityca al metronidazol
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Se ha reportado resistencia al metronidazol por parte de la cepa HTH-56:
MUTMde E. histolytica (Samarawickream et al., 1997). En el 2006 Bansal y col.
mencionan que la cepa H1-IMSS expuesta a sobredosis de metronidazol mostraba

resistencia inducida, (resultados no publicados).

El estudio de las cepas resistentes ha mostrado cualesson los mecanismos de esta
resistencia que dependen deuno o mas de los factores siguientes:
1. Una actividad enzimética de PFO reducida.
2.Una conformacion alterada del hidrogenosoma.
3. Ferrodoxina con un potencial redox excepcional.

4.Una cantidad reducida de ferredoxina intracelular (Vazquez et al, 2001).

4.1.2.2 Resistencia de Giardia lamblia al metronidazol

Segun algunos autores referenciados por Land y Johnson en 1999 se debe a una
reduccion de la actividad o alteracién mutagénica de la enzima PFO (piruvato ferredoxin

oxidoreductasa).

4.1.2.3 Resistencia de Trichomonas vaginalis al metronidazol

La resistencia al metronidazol se clasifica de dos tipos; i) tipo aerdébico v ii) tipo
anaerébico. En la de tipo aerdbico, involucra vias de depuracion de oxigeno y
posiblemente esté involucrada la enzima,piruvato: ferrodoxina oxidoreductasa, que es un
sistema muy sensitivo a la presencia molecular del oxigeno ya que este compite como
aceptor de electrones e inhibe la actividad de la enzima. En el tipo anaer6bico el
proceso de resistencia se da por reduccion o por el cese de la actividad de la
PFO(Cudmoreet al., 2004).
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4.1.3. Efectos secundarios del metronidazol

Se han reportado efectos secundarios que puede provocar el medicamento en
pacientes tratados con esta droga como: cefaleas, vision borrosa ocasional y pasajera,
vomito, diarrea, malestar estomacal, cosquilleo o adormecimiento de las manos o pies y
fiebre, algunas de las contraindicaciones son la hipersensibilidad, evitar el consumo de
bebidas alcohdlicas ya que aumenta el efecto de anticoagulantes orales y puede producir

sangrados(Morales-Rubio et al., 2010).
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4.2. Caracteristicas de Entamoeba histolytica. (Schaudinn)

CLASIFICACION TAXONOMICA ( Levineet al, 1980):

Reino: Protista
Phylum: Sarcomastigophora
Clase: Lobosea
Orden: Amoebida
Familia: Endamoebidae
Género: Entamoeba
Especie: E.histolytica

La amibiasis es una infeccidn parasitaria ocasionada por E. histolytica; se distribuye
universalmente y es considerada como una infeccién endémica con una incidencia
mundial del 12 % (Petri et al., 2000). En Meéxico constituye un problema muy
importante de salud publica por su frecuencia y mortalidad (Gutiérrez y Mufioz, 1994).

La frecuencia en México de la amibiasis en la ultima semana de Marzo del 2013 fue
de 79,370casos de amibiasis (FUENTE: SINAVE/DGE/Salud/Sistema de Notificacion

Semanal de Casos Nuevos de Enfermedades 2013).

Dobell en 1928 describi6 elciclo de vida de la E. histolyticaen el ser humano,E.
histolytica presenta dos fases principales en su ciclo de vida: el quiste y el trofozoito. El
quiste es la forma infectiva de esta enfermedad, son tetra-nucleados y rodeados por una
pared celular (que los protege de medios desfavorables). Cuando los quistes son
ingeridos por el hospedero, en su intestino grueso seliberan los trofozoitos (forma movil,
infectiva) que son los responsables de producir la enfermedad. Las personas se infectan
por consumir alimentos o aguascontaminadas con quistes (figura 1) (Pinilla et al., 2008).
La sintomatologia se presenta a partir de la primera a la cuarta semana con peérdida de
peso, dolor abdominal, disenteria, heces sanguinolentas y fiebre. Si no hay una atencion
médica los trofozoitos pueden invadir ademas del intestino grueso, otros érganos como
el higado, cerebro, pulmones y si no hay una atencién adecuada puede causar la muerte
del hospedero (Ximenez et al., 2010).

13



Para el tratamiento de la infeccion por E. histolytica se tienen diferentes drogas, 1)
las que actian extra-intestinalmente como cloruro de emetina, la dehidroemetina y el
fosfato de cloroquina; 2) las que actian exclusivamente en la luz del intestino (intra-
intestinales), como las quinoleinas y 3) las que actian en ambas, extra e intra-intestinales

como el metronidazol y sus derivados (Ali y Nozaki, 2007).

E= Golonizacidn no invasiva

) A: Forma infectante .= Enfermedad intestinal
Image credit: A= Forma diagndstica I3 - Envormnecod extraintestina CDC/ 2002

Fig. 2. Ciclo vital de Entamoebabhistolytica.La infeccion por Entamoeba histolytica ocurre por
ingestion de quistes maduros (1) en alimentos, agua 0 manos contaminados con heces. El
desenquistamiento (2) ocurre en el intestino delgado y los trofozoitos (3) son liberados y migran al
colon. Los trofozoitos se reproducen por fision binaria y producen quistes (4) que se eliminan con las
heces. Debido a la proteccion de la pared, los quistes pueden sobrevivir dias 0 semanas en el medio
externo y son los responsables de transmision. Los trofozoitos en el medio externo
muerenrapidamente. En muchos casos los trofozoitospermanecen confinados en la luz intestinal (A,
infeccion no invasiva) de los infectados, quienes son entonces portadores asintomaticos o
eliminadores de quistes. En algunos individuos los trofozoitos invaden la mucosa intestinal (B:
enfermedad intestinal), o, a través de la circulacion, invaden el higado, pulmones cerebro etc. (C:
enfermedad extraintestinal). Se ha establecido que las formas invasivas y no invasivas representan
especies separadas: E. histolyticay E dispar respectivamente, que son morfolégicamente
indistinguibles. La transmision también puede ocurrir por exposicion fecal durante el contacto sexual

(en tal caso no solo los quistes sino también los trofozoitos son infectantes).
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4.2.1. Efecto amebecida de extractos de plantas sobre E. histolytica.

Poco se ha estudiado sobre los efectos de los extractos de las plantas contra E.
histolytica. Las investigaciones serias comienzan desde 1990, con el extracto acuoso de
la planta Punica granatum L y el efecto de sus alcaloides y taninos. Estos extractos y
compuestos se usaron a concentraciones de 1 a 1,000 pg/mL e inhibieron el crecimiento
de E. histolytica y E. invadens (Segura et al., 1990).

En1995 se estudid el efecto del extracto etandlico de Boerhavia difusa, Berberis
aristata, Tinospora cordifolia, Terminalia chebula y Zingiber officinale (usadas en la
India) contra E. histolytica demostrando que solamente los extractos de T. cordifolia y

B. aristata inhibieron el crecimiento de este protozoario in vitro. (Sohni et al., 1995).

En 1996, usaron los extracto etanolico, hexanico, n-butanélico y cloroférmico del
fruto de Piper longum contra E. histolytica a una concentracion de 1,000 pg/mL y la
fraccion del cloroformo a 500 pg/mL, presentando estos extractos una actividad
amebicida moderada (Ghoshal et al., 1996).

Posteriormente en 1998, se estudiaron 45 extractos de diferentes plantas usadas
como antidiarréicos en la medicina tradicional contra E. histolytica. Solo 35 de ellas
presentaron una actividad amebicida parcial, entre las plantas usadas fueron: Paropsia
brazzeana, Cryptolepis sanguinolenta, Alchornea cordifolia, Hensia pulchella,
Maprounea africana, Rauwolfia obscura, Voacanga africana; Psisium guajava, Dialum
englerianum, Harungana madagascariensis Manguifera indica; Carica papaya,

Morinda morindoides y Tithonia diversifolia (Tona et al., 1998).

En este mismo afio, tambiénse estudio el extracto metandlico de 19 plantas
mexicanas, contra E. histolytica, encontrando que los extractos de: Acalypha phleoides,

Cnidoscolus tehuacanensis, Geranium niveum, Helianthella quinquenervis y Teloxys
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graveolens presentaron actividad parcial y los mas efectivos fueron: Rubus coriifolius,

Cuphea pinetorum, y Helanthemum glomeratum (Calzada et al., 1998).

En 1999, otro grupo de investigadores estudiaron la planta Helianthemum
glomeratum particularmente los polifenoles: flavan 3-ols, (-)-epigallocatequina galato y
la (-)-epigallocatequina, sobre el crecimiento de E. histolytica. Encontraron una

actividad importante in vitro de los extractos metandlicos (Meckes et al., 1999).

En el 2000 se estudiaron 42 extractos: acuosos, etandlicos y hexanicos de 21
géneros (18 familias) de plantas medicinales de Sudafrica. Encontrando que las plantas:
A. calamos, A. adianthifolia, D. oblongifolia y S. birrea mostraron actividad

significativa contra E. histolytica (McGaw et al., 2000).

Gonzalez—Garza y colaboradores en el 2000, estudiaron la actividad antiprotozoaria
de los extractos acuosos y metandlicos de dos especies del género Acacia sobre la cepa
HM-IMSS de E. histolytica y comprobaron la actividad inhibitoria de los extractos
acuosos de hojas en ambas especies, con un 67.5% de inhibicion para A. farnesiana y un
58.8% de inhibicion para A. rigidula.

En el afio 2001 Arrieta y colaboradores, trabajaron con extractos etanélicos de las
hojas de Zanthoxylum liebmannianum los cuales demostraron efectos inhibitorios sobre
el crecimiento in vitro de E. histolytica y G. lamblia. De este extracto se aislaron
asarinina, viperina, B-sistoterol y el B-sistoterol glucosido. La asarinina fue la méas activa

contra ambos protozoarios.

Calzado y colaboradores en el 2001 encontraron que extractos de Castela

texanainhiben un 50% el proceso de enquistamiento de E. invadens.
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Alanis y colaboradores en el 2003 realizaron un estudio de las partes aéreas de
Rubus corrifolius, planta medicinal usada por las comunidades Mayas en el sur de
México para tratar diarrea sanguinolenta, donde aislaron 7 compuestos conocidos: (-)-
epicatequina, (+)-catequina, viperina, nigaichigosido F1, [-sitosterol, 3-o-B-c-
glucopiranésido, acido galico y acido egélico, los cuales se probaron contra E.
histolytica obteniendo como resultado que la epicatequina fue el compuesto que presento

la mayor actividad antiprotozoaria con una Clsp de 1.9 pg/mL.

Said y colaboradores, en el 2005, encontraron que extractos acuosos y metanolicos de
Artemisa ludoviciana fueron efectivos contra E histolytica y G. lambliacon un porciento

de inhibicion mayor al 50%.

En el 2006 Calzada y colaboradores, encontraron que extractos metandélicos de partes
aéreas de Lippia alba (Mill) tienen moderada capacidad antiprotozoaria frente a E.

histolytica y maés alta contra G. lamblia.

En el 2006 Calzada y colaboradores, encontraron que los extractos metanolicos de
Chiranthodendron pentadactylon, Annona cherimola and Punica granatum tuvieron

actividad inhibitoria contra Entamoebabhistolytica con un Clse<30ug/ml.

Barron-Gonzalez y colaboradores en el 2008 encontraron que extractos de Castela
texana son efectivos contra E. histolytica con una Clspde 218.5 pg/mL.

En el 2010 Garza—Padron y colaboradores reportan actividad amebicida de extractos
metanolicos de Astrophyton myristogama (Cactacea) obtenidos de cultivo de callo (Cls
de 0.0553 mg/mL) y tallos de cactus silvestres (Clso de 0.0270 mg/mL).

En este mismo afio, Morales-Rubio y colaboradores, reportan que extractos metanolicos

de callo de Lophocereus schottiiinhibe en un 91.49% el crecimiento de E. histolytica

con un Clsp de 19.5 pg/mL.
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Quifiones-Gutiérrez y colaboradores Evaluaron la actividad biolégica del extarcto
metandlico de Pimpinella anisum determinando un Clsy de 0.034pg/mL (Quifiones-
Gutiérrezet al, 2013).

Leos-Rivas y col. en el 2013, encontraron que los extractos metandlicos
deHeliotropium amplexicaule quees una planta perteneciente a la familia Boraginacea
con antecedentes de contenido de compuestos con interés farmacologico, mostraron un
efecto amebicida significativo de los extractos de raiz, tallo, flor y hojas sobre

Entamoeba histolytica con Clsp de 2, 8, 36 y 114.2 ug/mL respectivamente.
Mfotie Njoya y col.en el 2014, reportaron que en la planta africana Codiaeum

variegatum, se determind un Clsg de 73pug/mL en extracto metandlico de las hojas de

dicha planta.
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4.3. Caracteristicas de Giardia lamblia (Kunstler)

CLASIFICACION TAXONOMICA (Levine et al, 1980):

Reino: Protista
Subreino: Protozoa
Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophorea
Orden: Diplomonadida
Familia: Hexamitidae
Género: Giardia
Especie:G.lamblia

G. lamblia (sindénimos; G. duodenalis, G. intestinalis) es un protozoario binucleado
y flagelado que habita el intestino delgado de humanos y otros mamiferos y es el agente
responsable de la giardiasis, una patologia que se presenta con manifestaciones clinicas
que varian desde la infeccion asintomatica, a la enfermedad aguda o crénica asociada

con diarrea y mala absorcion de nutrientes (Rivera, et al. 2002).

La sintomatologia de la enfermedad aparece de 1 a 2 semanas de la infeccién y los
sintomas son: pérdida de peso, deshidratacién, diarrea (deposiciones sueltas o acuosas),

calambres y trastorno estomacal (Hawrelak, 2003).

La infeccion con G. lamblia es una de las enfermedades parasitarias mas comunes
en todo el mundo y se inicia con la ingestion de quistes del parésito, los cuales se
desenquistan durante su pasaje por el contenido acido del estomago, liberando los
trofozoitos (figura 2) (Lujan, 2006).

Estos colonizan el intestino delgado superior y readhieren a la superficie del epitelio
intestinal mediante un organelo caracteristico llamado disco ventral o de adhesion
(Adam, 2001).
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Las medicamentos mas comunes en contra de la giardiasis han sido el metronidazol,

tinidazol, furazolidona, quinacrina, albendazol y paromomicina (Ali y Nozaki, 2007).

El protozoo flagelado, Giardia lamblia es mundialmente el parasito protozoario
entérico mas frecuente en el humano y también el parésito entérico mas comdn en los
animales domésticos incluyendo el ganado, los perros y los gatos. Se calcula que en
México hay 9 millones de personas parasitadas con Giardia lamblia, siendo esta
protozoosis la causa mas comun de parasitosis intestinal y en nifios suele ser mas

frecuente que en los adultos (Thompson, 2008).

En el 2010 de acuerdo a las estadisticas del CENEVACE (Centro Nacional de
Vigilancia y Control deEnfermedades (www.cenevace.salud. gob.mx), se detectaron un
total de 20,678 casos nuevos de enfermedad por Giardia lamblia, siendo el grupo etareo
mas afectado el de los lactantes y preescolares de 1 a 4 afios de edad y los estados con la

mas alta incidencia fueron Sinaloa, Yucatan y Baja California Sur.
La frecuencia en México de esta enfermedad en la Ultima semana de Marzo del

2013 fue de 3,843 casos (FUENTE: SINAVE/DGE/Salud/Sistema de Notificacion

Semanal de Casos Nuevos de Enfermedades2013).
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Fig. 3. Ciclo de vida de Giardia lamblia. Giardia lamblia vive en forma de trofozoito en la luz

del intestino delgado (principalmente en el duodeno) adherido a lasvellosidades intestinales por medio

de los discos bilobulados. Se alimenta y se reproduce hasta que el contenido intestinal inicia el
proceso de deshidratacion, momento en el que comienza el enquistamiento del trofozoito. Pierde los
flagelos, adquiere una morfologia ovalada, se rodea de una pared quistica y madurez. Los quistes
expulsados junto a las heces ya son infectantes. Cuando dichos quistes son ingeridos por un nuevo
hospedador, llegan al duodeno, donde se disuelve la pared quistica, dando asi lugar a un individuo
tetranucleado que se divide inmediatamente en dos trofozoitos binucleados que se anclan al epitelio

intestinal, cerrando asi su ciclo vital.

4.3.1. Efecto de extractos de plantas sobre G. lamblia.

En 1997 se estudiaron 25 pacientes con giardiasis (Giardia lamblia), a los cuales se
les administro una dosis diaria de 1 g tres veces al dia de “Pippali Rasayana”(PR), droga

ayurvédica preparada de Butea monosperma (Fabaceae) y de Piper longum L.,
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(piperaceae), donde encontraron que después de 15 dias de tratamiento en 23 pacientes,
desaparecieron tanto los quistes y los trofozoitos de las heces asi como sus sintomas y el
dolor abdominal, la presencia de moco y células con pus, mostrandouna marcada

mejoria en el perfil clinico de estospacientes (Saxena et al., 1997).

En 1998 Calzada y colaboradores, estudiaron el extracto metanolico de 19 plantas
mexicanas contra G. lamblia, encontrando que los extractos de las plantas derivadas de
Acalypha phleoides, Cnidoscolus tehuacanensis, Geranium niveum, Helianthella
quinquenervis y Teloxys graveolens presentaron actividad significativa contra este

protozoario

En 1999 Tripathi y colaboradores, estudiaron el fruto de Piper longum usado
como remedio tradicional contra desordenes intestinales. A este fruto lo probaron in vivo
contra Giardia lamblia en ratones y estudiaron su efecto inmuno-estimulatorio y su
actividad como giardicida. Encontraron que los extractos acuososy etanélicos
presentaron ambas actividades ya mencionadas.

En este mismo afio Meckesy colaboradores, estudiaron la planta Helianthemum
glomeratum particularmente los polifenoles: flavan 3-ols, (-)-epigallocatequina galato y
la (-)-epigallocatequina sobre el crecimiento de G. lamblia donde encontraron gque estos

ultimos fueron activos a unClsg de 8.73 pg/mL.

Arrieta y col., en el 2000 reportaron que los compuestos de las hojas de
Zanthoxylum liebmannianun presentan un Cls;=3.48ug/mL contra E. histolytica y un
Clsp = 58.00 ug/mL contra G lamblia.

En el 2001 Echeverria y Torres en Cuba reportan que un extracto de la planta
Petiveriaalliacea (Linn.), mostraron altos porcentajes inhibitorios (96.81%) contra G.
lamblia con la mayor concentracion (17.2 mg/mL).
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Alanisy colaboradores, en el 2003, realizaron un estudio de las partes aéreas de
Rubus corrifolius, donde aislaron 7 compuestos conocidos: (-) epicatequina, (+)-
catequina, viperina, nigaichigosido F1, [-sitosterol, 3-o-B-n-glucopiranésido, acido
galico y &cido egalico, los cuales se probaron contra G. lamblia obteniendo como
resultado que la epicatequina fue el compuesto que presentd la mayor actividad

antiprotozoaria con una Clsg de 1.6 png/mL.

En el 2006 Calzada y colaboradores, encontraron que los extractos metandlicos de
Dorstenia contrajerva, Senna villosa yRuta chalepensis tuvieron actividad contra

Giardia lamblia con un Clsp<38pg/ml.

En el 2011 Anthony y colaboradores, encontraron que las plantas productoras de
bayas y ricas en polifenoles como Ribes nigrum L, Vaccinium myrtillus L. Rubus
chamaemorus L. Rubus stellatus, R. arcticus y Punica granatum L. tienen un CI50 < 60

pug/mL contra Giardia lamblia.

Ahmed Hassan y colaboradores en el 2011 determinaron la actividad anti-giardia de
Citrullus lanatus Var.citroidesen extractos de éter de petréleo, acetato de etilo y butanol
encontrando que el extracto de acetato de etilo fue el que mejor actividad tiene con un
CI50 0.1 pg/mL.

Donfack y col. en el 2012, encontraron que las plantasPhoenix reclinata Jacob y
Solanacia mannii Hook. F., nativas de Camerun tiene un Clsy de 100pug/mL sobre

Giardia lamblia.

Elhadi y colaboradores, en el 2013 que los extractos de éter de petroleo de

Cucurbita maxima D., tiene un Clso de 548.80 ppm a 48h.

Rahimi-Esboei y colaboradores en el 2013, determinaron un Cls, de 100 mg/mLen
60 minutos con un 78 * 4% de inhibicion contra G. lamblia con extractos metandlicos

de Sambucus ebulus
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Jiménez-Arellanes y colaboradores en el 2013probaron extractos cloroférmicos y
etandlicos de Persea americana y encontraron un Clsp = <0.634 pg/mLen contra de

E.histolytica, G. lambliay T. vaginalis
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4.4. Caracteristicas de Trichomonas vaginalis. (Donné)

CLASIFICACION TAXONOMICA (Levine et al, 1980):

Reino: Protista
Phylum: Sarcomastigophora
Clase: Zoomastigophorea
Orden: Trichomonadida
Familia: Trichomonadidae
Genero: Trichomonas
Especie:T. vaginalis

T. vaginalis es el agente causal de la tricomoniasis, una causa comdn de vaginitis.
A pesar de que ya se le considera una enfermedad sexualmente transmitida (STD)
diagnosticada y tratada como tal, la tricomoniasis no es reportada como una infeccion y
el control de la infeccion ha recibido poco énfasis de los programas de control de STD.
Mas recientemente, sin embargo, la determinacion de altas tasas de la enfermedad y de
la asociacion de la tricomoniasis en mujeres con resultados adversos de embarazos y un
aumento en el riesgo de contraer la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV), sugiere una necesidad de aumentar los esfuerzos por controlar esta
enfermedad (Schwebke y Burgess, 2004).

La incidencia anual de las infecciones por T. vaginalis en los Estados Unidos ha

sido estimada en cerca de cinco millones de casos (Scwebke, 2007).

Mientras que la frecuencia en México de esta enfermedad en el 2013 fue de 24,882
casos de tricomoniasis urogenital (FUENTE: SINAVE/DGE/Salud/Sistema de

Notificacion Semanal de Casos Nuevos de Enfermedades 2013).

Costamagna y Figueroa (2001) refieren que T. vaginalis es un protozoo de forma

ovoide o piriforme que mide de 7 — 30 pum de longitud y de 5 — 15 de ancho.

El Trofozoito se caracteriza por presentar cuatro flagelos dispuestos de dos en dos

en la parte anterior, y un flagelo recurrente que forma la membrana ondulante, que no
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llega a la parte posterior del cuerpo (Alderete, et al. 2002). El flagelo libre y la
membrana ondulante le confieren al parésito la motilidad espasmddica caracteristica
(Petrin, et al. 1998).

Los quistes no existen, observadndose solo el estado de trofozoito, sin embargo
aunque carece de formas de resistencia, la quitina asociada a estructuras de superficie le
permiten sobrevivir en condiciones acidas (pH 4.0-4.5). De esta manera T. vaginalis
vive en el moco vaginal y en la secrecion ventral de la mujer, ademas vive en la uretra,
préstata y epididimo del hombre y se multiplica por fision binaria longitudinal (Figura 3)
(Alderete, et al. 2002).

El tratamiento es necesario para prevenir la transmision a parejas sexuales y
evitar problemas més tarde. Los Unicos farmacos que han demostrado ser eficaces son
los 5-nitroimidazoles. Entre estos se incluye al metronidazol, ornidazol y tinidazol, las
dos ultimas drogas estan disponibles en Europa. Si en la pareja ambos son tratados, las

proporciones de curacion se acercan al 100%. (Lossick, 1982).
Otros medicamentos pueden usarse para aliviar los sintomas. EIl clotrimazol, un

imidazol fuera del grupo 5-nitro, elimina sintomas pero no erradican la infeccion tan

eficazmente como el metronidazol. (Lossick, 1982).
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Fig. 4. Ciclo biolégico de T. vaginalis (Alderete et al., 2002).

1. Trofozoitos en secreciones vaginales, prostaticas y en orina.

2. Multiplicacion por fision binaria longitudinal

3. Trofozoito en vagina y en orificio de la uretra.

4.4.1. Efecto de extractos de plantas sobre T. vaginalis

En el 2004, Monzote-Fidalgo y colaboradores, reportaron que extractos de

Chenopodium ambrosioides mostré una actividad promisoria encontra de T. vaginalis

con un Clsp de 25ug/mL.
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En este mismo afilo, Ramos—Guerra y colaboradores, encontraron que Artemisia
ludoviciana “Istafiate”, presenta actividad antiprotozoaria contra T. vaginalis,
E.histolytica y G. lamblia con Clsg de 3.6 mg/mL, 2.23 mg/mL y 1.90 mg/mL

respectivamente.

En el 2007 Calzada y colaboradores mostraron que el extracto crudo de Cocos

nucifera L. (Arecaceae) tiene capacidad inhibitoria contra T vaginalis.

Orestes-Guerra y colaboradores en el 2008, identificaron 2 saponinas de la planta Agave
brittoniana (Agavaceae) la yucagenina y la diosgenina, las cuales mostraron actividad

contra T. vaginalis a concentraciones de 100ug/MI.

Cantillo-Ciau y colaboradores, en el 2010, encontraron que extractos cloroformicos de la
alga café Lobophora variegata, tienen una gran actividad contra T. vaginalis con un
Clso de 3.2 pg/mL y tiene una baja actividad contra G. lamblia y E. histolytica con un

Clsp de 10.5 pg/mL y 10.8 ug/mL respectivamente.

Dahab y colaboradores en el 2011 evaluaron la actividad de 2 plantas, Xanthium
brasilicumVell yArgemone mexicana L. y reportaron que los extractos metanoélicos de X.
brasilicum exhiben un 100% de inhibicion a una concentracion de 500ug/mL después de
192 h mientras los extractos acuoso de Agave mexicana tiene 100% de inhibicion a una

concentracion de 1000pg/mL a 192 h de exposicion.

Naemi y colaboradores en el 2013, probaron aceites esenciales de Rheum ribes L. a

diferentes concentraciones contra T. vaginalis, encontrando actividad a 1 mg/mL.

Hassani y colaboradores en el 2014, probaron el actividad anti-tricomonas con diferentes
extractos de Eucalyptus camaldulensis y reportan que la fraccion de acetato de etilo es el
extracto que muestra mejor porcentaje de inhibicion a una concentracion de 12.5 mg/mL
después de 24 y 48 h.
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4.5. Descripcion de las plantas seleccionadas para este proyecto

Segun estudios de mercado, la gran mayoria de las plantas usadas
tradicionalmente como remedios 0 como especie para dar sabor en la cocina, son traidas
del Sur o del Centro del Pais, perono todas las que se vendenen el mercadoson nativas,
de hecho existen comercializadoras que se dedican a la importacion de plantas para su
posterior comercializacion (Gutiérrez y Betancourt, 2008), tal es el caso de Tamarindus

indica L.Tamarindo (www.conabio.gob.mx consultado el 11 de Marzo del 2014) que

tiene origen Africano y Thymus vulgaris L. Tomillo originaria de la regién Mediterranea

(Rivero y Osbon 2007) y que fueron selecionadas para este proyecto.
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4.5.1. Descripcion de la plantaEpazote

Fig 5 epazote (Wikimedia foundation 2010)

Nombre cientifico:Chenopodium ambrosioides L.

Sindnimos: C. antherminticum A. Gray, Botrys ambrosioides L., Blitum ambrosioides
L.

Nombres comunes: Epazote o Hierba del zorrillo (Nacimiento et al., 2006; Quinlan et
al., 2002).

45.1.1. Clasificacion taxondmica:

Reino: Plantae.
Divisién: Traqueobionta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Amaranthaceae
Subfamilia: Chenopodioieae
Género: Chenopodium
Especie:C. ambrosioides.
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4.5.1.2. Descripcion:

Planta aromética, anual, m&s o menos pubescente, tallo usualmente postrado,
aproximadamente de 40 cm de altura; Las hojas son oblongo-lanceoladas y serradas de
entre 4 cm de longitud y 1 cm de ancho, con pequefasflores verdes en paniculas
terminales densos, cada uno con cinco sépalos; el caliz persistente circunda al fruto y las
semillas son negras no mayores a 0.8 mm de longitud

Esta especie es originaria de Ameérica, y ya era conocida y utilizada por los
aztecas en el actualMéxico bajo el nombre ndhuatl de epazotl, de donde proviene el
nombre actual utilizado en ese pais.(www.conabio.gob.mx/malezasdemexico.
consultado el 13 de marzo del 2014).

4.5.1.3. Usos etnobotanicos y estudios farmacoldgicos:

Se cree que fue introducida en Europa en 1577 por Francisco Hernandez, quien
fue también médico del rey Felipe 1. De €l proviene la primera mencién que se conoce
en el Viejo Mundo sobre el epazotl, y donde también se citan por primera vez las
virtudes medicinales que ya le otorgaban los nativos de México, quienes la utilizaban

como antihelmintico (Gadano et al., 2006; Jamaliet al., 2006).

C. ambrosiodes es una planta que se encuentra comunmente en los hogares
comoremedio a un gran numero de enfermedades, asi como ingrediente culinario
(Taylor, 2005), se prepara a partir de las hojas secas, como infusion, resultando una
preparacion amarillo intenso (Pardo de Santayana et al., 2005; MacDonald et al.,
2004),es irritante a las mucosas del tracto gastrointestinal y la sobredosis causa
fatalidades en hombres y ratones(De Pascual et al., 1980). Extractos acuosos de hojas de
C. ambrosioides se administraron por seis semanas en ratas albinas, y se encontrd un
decrecimiento en el peso con respecto a los animales control, asi como dafios hepaticos,

necrosis renal y congestion pulmonar (Amole e Izegbu, 2004).
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Se ha reportado actividad antiprotozooaria contra Tripanosoma cruzi (Kiuchi et
al., 2002), Plasmodium falciparum (Pollack et al., 1990) y Leishmania amazonensis
(Patricioet al., 2006). En Nigeria, se usa como remedio tradicional contra lombrices
intestinales (Odugbemi, 2006). Ensayos de laboratorio han demostrado su capacidad
antihelmintica contra Ancylostoma duodenalis, Trichuris trichura y Ascaris
lumbricoides (Gomez-Castellanos, 2008).

Se cultivaron y alimentaron larvas y adultos de Drosophila melanogaster, un lote
con medio de cultivo y 0.1% de extractos acuosos de C. ambrosioides y el otro lote con
medio estandar, el resultado fue que los adultos alimentados con medio tratado, tuvieron
menos descendencia y la tasa de sexo de las larvas vario significativamente, la esperanza
de vida entre los sexos también vario en donde las hembras murieron en forma temprana

con respecto a los machos (Wohlenberg y Lopes-da-Silva, 2008).

C. ambrosioides presenta propiedades de insecticida, al exponer insectos de
granos almacenados contra extractos acuosos, encontrando valores de LCsy de 0.05g/kg
para Callosobruchus maculatus y 2.57g/kg para Sitophilus zeamais y Tribulium
castaneum (Denloye et al., 2009).

Ruffa y colaboradores en el 2002 estudiaron el efecto del aceite esencial de C.
ambrosioidescontra lineas celulares carcinmicas en células hepéticas sin encontrar

actividad.
Gadano y colaboradores en el 2002, estudiaron genotoxicidad de las infusiones
de C. ambrosioides. Sus estudios revelaron que existe una interaccion entre el DNA y

los principios activos en solucion acuosa.

Los extractos de C. ambrosioides son capaces de inhibir la telomerasa sin exhibir

actividad mutagénica o toxica in vivo (Sowemimo et al., 2007).
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Los principales componentes quimicos se encuentran en el aceite esencial de C.
ambrosioides, son de naturaleza monoterpénica (Cyo) Y sesquiterpénica (Cqs ) como el
ascaridol, que es un perdxido terpénico en concentraciones de hasta el 70%, asi como
limoneno, transinocarveol, aritasona, - pineno, mirceno, felandreno, alcanfor y a-

terpinol (Sagrero-Nieves y Bartley, 1995; De Pascual, 1980).

En un estudio analitico de los constituyentes de C. ambrosioides, encontraron
1.5% de sabineno, 0.29% de B-pineno, 55.55% de a-terpeno, 16.71% de p-cimeno,
1.09% de limoneno, 0.279% de (€)-p-ocimeno, 0.97% de y-terpeno, 17.2% de 1,4-
epoxy-p-ment-2-eno, 0.14% de 1,2,3,4-diepoxi-p-mentano y 0.38% de fitol (Kassali et
al., 2006)
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4.5.2. Descripcion de la planta Cola de Caballo

Fig 6 cola de caballo(CONABIO.Gob. mx)

Nombre cientificos: Equisetum robustum variedad affine Engelman

Sinénimos: Equisetum hyemale L:

4.5.2.1. Clasificacion taxondmica:

Nombre comun: Cola de caballo, Carricillo, Cafiuela (Palacios-Rios, 1992)
Reino: Plantae.
Division: Equisetophyta
Clase: Equistopsida
Orden:.Equisetales
Familia:.Equicetaceae
Género:.Equisetum
Especie.. E. robustum

4.5.2.2. Descripcion:

Hierba erecta en forma de junco, generalmente no ramificada, de tallos
acanalados, de hasta 10 mm de didmetro; con hojas diminutas, verticiladas, unidas en la
base formando una vaina tan larga como ancha que presenta un anillo oscuro en la base,

los estrobilos (partes donde se producen loas esporas; no tiene flores) terminados en
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punta negra. El anillo oscuro en la base de la vaina es caracteristico de esta especie, pero
a veces este es irregular o no se presenta, tamarfio de hasta 2 m de alto.

No presenta flores, las esporas se producen en esporangios alargados (que abren
longitudinalmente) que se encuentran en la superficie interna de estructuras hexagonales,
peltadas llamadas esporangioforos, que se disponen verticiladas en estrobilos ubicados
en las puntas de los tallos y que son elipticos u oblongos, de aproximadamente 15 mm
de largo, las esporas son esféricas verdes con cuatro alateres en forma de banda.Rizoma
largo y ramificado.Se encuentra en Norteamérica, México, Centroamérica en Guatemala,
Europa y Asia.(Mickel y Smith, 2004; Hauke, 1995; McVaugh, 1992; Palacios-Rios,
1992)

4.5.2.3. Usos etnobotanicos y estudios farmacolégicos:

Para el tratamiento de las enfermedades renales y de las vias urinarias es el uso
mas comun entre los mexicanos. Para resolver la retencion de orina, malestares de
rifiones y vejiga, para eliminar los calculos de la vejiga, es un estimulante de la funcién
renal y de las vias urinarias.Interna como externamente (bajo la forma de bafios
completos o de asiento) se ha acreditado especialmente en el tratamiento de las
enfermedades de las vias urinarias, como cistitis y pielitis que se presenta con dolores
predominantes en la region renal, contra arenillas o micciones frecuentes con dolores
punzantes, ardientes o penetrantes en la uretra.En infusion se utiliza popularmente contra
los célculos vesicales y renales, como diurético y astringente util en las disenterias, para
el tratamiento de hemorragias, Ulceras, tumores y afecciones del higado, bazo y vejiga.
También es dtil para el tratamiento de algunas enfermedades del aparato digestivo. El
cocimiento se utiliza en el tratamiento de las gastritis, las ulceras, dolor e inflamacién
del estbmago vomitos de sangre procedente del estomago.El cocimiento se bebe para
tratar los flujos hemorroidales,es un eficaz astringente en las hemorragias capilares y en
las enfermedades del flujo sanguineo. Se utiliza también para combatir las hemorragias
intestinales, rectales, y vaginales, para las hemorragias de la nariz. Los bafios con la cola

de caballo como aditivo, son estimulantes del metabolismo cutaneo y eficaz tanto contra

35


http://es.wikipedia.org/wiki/Norteam%C3%A9rica
http://es.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9xico
http://es.wikipedia.org/wiki/Centroam%C3%A9rica
http://es.wikipedia.org/wiki/Guatemala
http://es.wikipedia.org/wiki/Europa
http://es.wikipedia.org/wiki/Asia

los trastornos circulatorios, tumefacciones debidas a fracturas dseas, sabafiones y Ulceras
varicosas.Tallos tiernos machacados se aplican sobre las heridas, favoreciendo la
cicatrizacion.Al exterior, es eficaz en las Ulceras, caries de los huesos, detersivo,
resolutivo y caustico, para lo mismo, se emplea el polvo a dosis de 24 a50 g y se agrega
en una taza de caldo o en una copa de vino. Para latos ydolencias bronquiales, en té se
puede emplear también como expectorante, con beneficios importantes en pacientes
asmaticos. En té endulzado con miel, sirve para prevenir los resfrios ya que activa el
sistema inmunoldgico, en el invierno puede tomarse con asiduidad. El té de cola de
caballo es util en el tratamiento del cansancio.Usos contra el mal aliento, Ulceras y
cancer. Para las afecciones de la garganta contra la tuberculosis, como terapia de apoyo
en las enfermedades de la piel, la medicina popular lo utiliza contra el reumatismo y
gota (Gallardo-Pérez et al., 2006; Rojas-Alba 2001)

E. robustum, contiene los alcaloides nicotina, palustrina y palustrinina.
Flavonoides como la isoquercetina y equicetrina. Esteroles, incluyendo colesterol y
otros. Entre 5y 10 % de acido silicico, sustancias diversas, incluyendo un equisitonino,
la saponina, dimetil sulfona, tiaminasa y &cido aconitico. De manera general, hay dos
principios activos: Primeramente, un amplio conjunto de sustancia minerales,
incluyendo el silice en concentraciones que fluctuanentre 3.21 y 16.25%, de los cuales el
46% del silice se encuentra en forma de anhidrido,en segundo lugar, una serie de
glucésidos que tienen roles coadyuvantes del silice, especialmente un sapondsido (el
equise-ondsido) que favorece la solubilidad del silice.Contiene ademas los minerales:
carbonato de calcio, sulfato de potasio, cloruro de potasio, magnesio, fosfato de calcio,
fierro, manganeso, entre otros.Estrechamente relacionados entre si, estan los acidos
tribasicos, citrico, isocitrico y aconitico. El aconitico es un acido de tipo anhidrocitrico
que forma parte del ciclo de Krebs, y del ciclo del glioxalato en los microorganismosEn
las partes aéreas de E. robustum, se han encontrado los carotenoides alfa y beta-
caroteno, lutein su epoxido, licofil, violaxantin y zeaxantin; los flavonoides
triglucopirandsidos de herbacetin y camferol (Gierlinger et al., 2008; Park y Jedn, 2008;
Gallardo-Peérez et al., 2006).
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4.5.3. Descripcion de la planta: Gobernadora

Fig 7 gobernadora (www.fireflyforest.com)

Nombre cientificos: Larrea tridentataDC.

Sinénimos: Larrea mexicana Moric.; L. glutinosa (Correl y Johnston, 1970);
Zygophyllum tridentatum Sess6 Moc. (Shreve y Wiggins 1964).

Nombre Comdn: Creosote, hediondilla, guamis, huamis (Martinez, 1979; Correl

y Johnston, 1970); Falsa alcaparra (Rzedowski y Rzedowzki, 1994).

4.5.3.1. Clasificacion taxonémica:

Reino: Plantae.
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Sapindales
Familia: Zygophyllaceae
Género:. Larrea
Especie:.L. tridentata
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4.5.3.2. Descripcion:

Arbusto perenne xerofito siempre verde. La raiz solo crece 170cm hacia abajo,

pero se ramifica méas de 4m lateralmente (Binker, 1993).

El tamafio varia de 0.5 m a 4m de altura dependiendo de la lluvia de invierno o
verano Y la altura promedio dependera de la raza de ploidia (diploide 86 cm, hexaploide
112 cm vy tetraploide 138 cm). No hay un tallo principal, las ramas crecen vertical u
oblicuamente desde la corona radicular y se hace dicotdmica lateralmente. Las hojas son
pequefas y bifoliadas, de un verde oscuro a verde amarillento con cuticulas gruesas y
una capa resinosa, tienen peciolos cortos y crecen opuestas en las ramas (Coyle y
Roberts, 1975).

Las flores son amarillas, usualmente aparecen al final del invierno o a principio
de la primavera. Los frutos son pequefios (4 a7 mm de diametro), tienen una cubierta
vellosa y contienen 5 semillas que se esparcen en primavera y al principio del otofio Es

una planta muy corriente en los desiertos de Mojave, Sonora, y Chihuahua del oeste de

Norteamérica, incluyendo partes de California, Arizona, Nevada, Utah, New Mexico y

el oeste de Texas en los Estados Unidos, y el norte de Chihuahua en México. Esta

estrechamente emparentada con la especie suramericana Larrea divaricata, y

anteriormente era considerada como la misma especie. (Coyle y Roberts, 1975; Shreve y
Wiggins, 1964).

4.5.3.3. Usos etnobotanicos y estudios farmacolégicos:

La gobernadora ha sido usada tradicionalmente para tratar mas de 50
enfermedades. Los usos mas comunes, estan asociados a enfermedades renales y de
origen ginecoldgico. La planta es usada como extractos acuosos o alcoholicos de hojas y
brotes; estd disponible en capsulas y tabletas para uso oral. Los indios del Suroeste de

Norteamérica lo usaban como té.
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En México se reporta el uso de infusiones de hoja que disuelve las piedras de los rifiones
y los célculos biliares, para lo cual el té se consume como agua de uso(Arteaga et al.,
2005; Lara 'y Marquez 1996; Diaz 1976;Martinez 1969).

Esta planta es usada como tdnicoen el tratamiento de enfermedades del higado
(Brent, 1999;Seikh et al., 1997). En el tratamiento de infecciones del tracto urinario y
enfermedades venéreas (Brent, 1999; Mabry et al., 1979; Timmermann, 1977).En
México, decocciones y extractos son usados para el tratamiento de la diabetes
(Winkelman, 1989).

La gobernadorase describe como uno de los mejores antibidticos herbales y ha

sido usado contra bacterias, virus Yy parasitos, tanto interna como externamente (Smith,
1994).
Entre las multiples propiedades medicinales de la gobernadora se menciona como
antiamebiasis a bajas dosis(Brent, 1999).Extractos etandlicos y cloroférmicos de
gobernadora y el Ac. Nordihidroguaiarético(NDGA) muestran una marcada inhibicion
en el crecimiento de Entamoeba hystolitica y Entamoeba invadens(Calzado-Flores et al.,
1995; Mabry et al., 1979; Segura, 1978).

Los componentes quimicos que destacan por su mayor contenido en base al peso
seco del follaje son los lignanos fendlicos, seguidos por las saponinas, flavonoides,
aminoacidos y minerales. El &cido nordihidroguaiarético(NDGA), es elcompuestomas
importante y se encuentra en la resina de las células cercanas a las capas epidermales
superior e inferior de las hojas y tallos, es uno de los antioxidantes mejor
conocidos(Seigleret al., 1974).Quimicamente se describe como beta, gamadimetil-alfa,
delta-bis(3,4- dihidroxifenil) butano.Se ha determinado que tiene propiedades como
antioxidante, antiinflamatorio,citotoxico, antimicrobial e inhibidor de enzimas (Binker,
1993; Fernandez, 1979;Mabry et al., 1977).Exhibe propiedad inhibitoria contra el
proceso de transcripcion en el virus del SIDA HIV (Gnabre et al., 1995). Afios mas tarde

también se reporta actividad contra virus del herpes (Clark, 2003).
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Extractos etanolicos de L. tridentata resultaron efectivos en la reduccion de
incidencia de célculos de colesterol en hamster alimentados con dieta litogenica
(Arteaga et al., 2005)

Se evalud la actividad antifingica de extracto de resina hidrosluble de Larrea
tridentata (D.C). Coville (L.) combinado con quitosan (Ch.) que es un polimero
parecido a la quitina y a la celulosa contra los hongos Botrytis cinerea, Colletotrichum
coccodes y Fusarium oxysporum obteniendo resultados muy prometedores (Lira-
Saldivar et al., 2006).

Suérez-Jiménez y colaboradores en el 2007, reportaron actividad inhibitoria de

L. tridentata contra los hongos Fusarium verticillioides, A. flavus y A. parasiticus.
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4.5.4. Descripcion de la planta Tamarindo

Fig 8 tamarindoconabio.gob.mx)

Nombre cientifico: Tamarindus indica L.
Sinénimos: Tamarindus occidentales Gaertn; Tamarindus officinalis Hook;
Tamarindus umbrosa Salisb.

Nombres comunes: Tamarindo, Pachuhuk, Pachuchul

45.4.1. Clasificacion taxondmica:
Reino: Plantae.

Division: Magnoliphyta
Clase:Liliopsida
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Subfamilia:Caesalpinoideae
Tribu:Detarieae
Género:Tamarindus
Especie:T. indica L.
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4.5.4.2. Descripcion:

Arbol de tamafio mediano a grande, inerme, perennifolio, bajo optimas
condiciones, subcaducifolio, de 10 a25 m de altura (hasta 30 m), con un didmetro a la
altura del pecho de 1m o mas, copa redondeada, grande extendida y abierta, con una
cobertura de 6 a 10m. Follaje denso o ralo, plumoso en apariencia y ofreciendo una
sombra atractiva. Hojas alternas, parapinnadas, pecioladas, de 5 a 15cm de largo, con (5)
10 a 20 pares de pinnas enteras oblongas, con la base oblicua y el apice redondeado, casi
sésiles, con longitud fluctuante de 0.3 a2.5 cm y un ancho de 2 a8 mm, de color verde
palido, tronco corto, derecho y grueso, ramas ampliamente extendidas con las ramillas
en forma de zig-zag (Pubescentes cuando jovenes). Corteza externa con tonalidades que
van desde grises hasta pardo oscuras (Tostado o café). Inflorescencias en racimos cortos
y laxos, axilares o terminales, pedinculos de 5 al0 cm de largo por 2.2 cm de didmetro
con (5) 8 a 14 flores, zigomorficas, vistosas(Los botones rojos o rosas); caliz 4-lobulado,
blanco amarillento con tonos rojizos, corola con 5 pétalos de diferentes tamarios, 2
reducidos y escamiformes y 3 grandes oblanceolados, glabros de color amarillo palido
matizados de naranja o rojo, de 0.5 al cm de largo y unidos a la mitad. Fruto en vaina,
indehiscente, oblonga o linear, algo comprimida lateralmente y curvada, con epicarpio
pardo delgado seco y escamoso, mesocarpio pulposo combinado con fibras y una capa
coridcea interna (Endocarpio) septada entre las semillas de 1.7 al5 cm de largo por 2 a
3.5 de ancho y 1.5 cm de espesor, conteniendo 1 a 12 semillas, indehiscentes, ovaladas,
comprimidas lateralmente, lisa con la testa café, lustrosas de 1cm de largo y unidas entre
si, carecen de endospermo como reserva nutritiva, presentan un par de cotiledones
gruesos Y la radicula es pequefia y recta es un arbol tropical, originario del este de Africa
pero que ahora existe en gran parte de Asia tropical asi como Latinoamérica. El
generoTamarindus es monotipico, es decir, solo tiene una especie.

.(www.conabio.gob.mx/conocimiento/tamarindusindica)
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4.5.4.3. Usos etnoboténicos y estudios farmacoldgicos:

En Nigeria se reporte que el tamarindo se usa tradicionalmente para resfriados,
fiebre, desorden estomacal, diarrea y como aclarador de piel, esto mediante la decoccidn
de tallos tiernos y hojas frescas para uso como potaje. Se ha encontrado que la pulpa de
tamarindo funciona como laxante, usada por el contenido de acidos orgéanicos y pectinas
(Doughari, 2006).

Mallikarjuna y colaboradores en el 2009 reportan que extractos acuosos a una
concentracion de 160 mg/mL causa la paralisis en 25 min. y la muerte en 35 min. del

helminto Phretima posthuma.

Havinga y colaboradores en el 2010, reportan el uso del tamarindo en Africa para
la expulsién de helmintosmediante la decoccion de las diferentes partes de la planta.

El extracto etandlico del fruto es activo contra B. Subtilis, E. coli,P. aeruginosa,
S. Aureus, S. Typhi y V. Cholerae Estudios farmacoldgicos demuestran que la
maceracion de pulpa del fruto por via oral en ratas induce actividad diurética (Céceres
1996).

Los constituyentes fitoquimicos como taninos, flavonoides, alcaloides y otros
compuestos aromaticos, son metabolitos secundarios que sirven como defensa contra la
depredacion de microorganismos, insectos y herbivoros(Lutterdot et al., 1999: Marjurie,
1999). Esto explica de algin modo, porque los extractos elaborados de tallos de
Tamarindus indica Linn. muestran una gran actividad contra bacterias Gram positivas y
Gram negativas, indicando un amplio espectro de compuestos antibioticos (Srinivasan et
al., 2001).Se reporta para Staphylococcus aureus una MIC de 18 mg/mL y para
Salmonella paratyphi y Bacillus subtilis una MIC de 8 mg/mL (Doughari, 2006; Caceres
1996).
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Se ha usado en medicina tradicional para el manejo de diabetes mellitus en
humanos y en animales experimentales (Chaterjjee et al., 2009; Maiti et al., 2004). Se ha
reportado una potencial actividad antioxidante (Dighe et al., 2009). La cubierta de la
semilla del tamarindo juega un rol importante en la proteccion quimica contra dafios
oxidativos al poseer antioxidantes endégenos como los compuestos fendlicos. Se han
aislado compuestos antioxidantes como 2-hidrixi-30,40-dihidroxifenilacetato, 3,4-
dihidrixibenzoato, 3,4- dihidroxifenilacetato y (-)-epicatequina en adicion a
proantocianidinas oligoméricas(Kabir-Khanzadaet al., 2008).En la pulpa del fruto se
reporta también la presencia de antraquinonas, flavonoides glicdsidos y cardioglicosido
(Abukakar et al., 2010).

La hoja contiene vitexina, isovitexina, orienitina e isoorientina, es rica en acidos
a-oxo-glutarico, glioxilico, oxalo-acético y oxalosuccinico. El fruto tiene 25 - 40% de
azucares, 8 - 18 % de acidos organicos (sobre todo tartarico, malico y ascorbico),
pectinas, sustancias aromaticas: monoterpenos como limoneno, geraniol, geranial;
compuestos aromaticos como safrol, aldehido cinamico, salicilato de metilo; pirazinas
(Havinga 2010).
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4.5.5. Descripcion de la planta “Tomillo”

Fig 9 tomillo (Mail.sdr.gob.mx)

Nombre cientificos:Thymus vulgaris L.

Nombre comn: Tomillo

45.5.1. Clasificacion taxondmica:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Subfamilia: Nepetodiaceae
Tribu: Mentheae
Género:Thymus
Especie:T vulgaris

4.5.5.2. Descripcion:

Arbusto aromatico, perenne, de tallos lefiosos, erectos o postrados, poblados de

numerosas hojas menudas, lanceoladas, muy estrechas, blanquecinas y pilosas por el
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envés, flores rosadas, agrupadas en ramilletes terminales, fruto seco con pequefias
semillas ovaladas, su estatura aproximada de 10 a50 cm.

Es de origen Europeo, aungue se cultiva en muchas partes del mundo(Bruneton,
2001; Davis, 1982).

4.7.5.3. Usos etnobotanicos y estudios farmacolégicos:

El tomillo es usado para sazonar peces, sopasy vegetales, como saborizante en
licoresy tés herbales preparados para resfriados y diarreas.

El aceite de tomillo se ha usado como fumigante, antiséptico, antioxidante y
enjuague bucal. Otros aceites esenciales como el timol es activo contra Salmonella sp.
Staphyloccocus aureusy contra vermifugos.Constituyentes quimicos como el borneol,
carvacrol, linalool, timol, taninos y saponinas, son supresores de coagulos, congestion
pectoral y produccidn de saliva (Barnes et al., 2002; Jellinet al., 2000; Lueng and Foster,
1996; Baytop, 1984)

Estudios posteriores confirmaron propiedades antibacterianas de los
constituyentes quimicos contra Salmonella typhimurum, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli y otras especies bacterianas.(WHO, 1999).

Segun Behnia y colaboradores el aceite esencial de Thymus vulgaris mostré una
gran actividad contra trofozoitos de E. histolytica con una MIC de 0.7 mg/mL, mientras

el metronidazole present6 una MIC de 2 pg/mL (Behnia et al., 2008).
Extractos hidroalcohdlicos de Thymus vulgaris presentan efectos contra el dolor,

en el rango de 100 a 1000 mg/kg aunque la dosis de 500 mg/kg fue mas potente que la

droga dexametasona (Taherian et al., 2009).
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Se evaluo dafios al DNA al ser expuesto a diferentes concentraciones del timol de
Thymus vulgaris y se encontrd que a altas concentraciones (0.2 0.5 1 y 2 mM) se
incrementa el dafio al DNA significativamente comparado con el control (Aydin et al.,
2005)

Los compuestos caracteristicos de Thymus vulgaris son los aceites esenciales,

como el timol (44.4-58.1%), p-cimeno (9.1-18.5%), gamma-terpineno (6.9-18.9%) y
carvacrol (2.4-4.2%)(Baransuskiene et al 2003).
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4.6. Estrategias generales en la investigacion de Quimica de Productos

Naturales

El area de los productos naturales se ha desarrollado ampliamente a lo largo de la
existencia de la humanidad, iniciando con el interés de los pueblos indigenas por el uso
empirico que le dieron a las plantas y otros organismos para satisfacer sus necesidades
de alimentacién y salud, asi como, para el desarrollo de actividades religiosas. Con el
paso del tiempo la confluencia de disciplinas cientificas como la Botéanica, Etnoboténica,
Fitoquimica, Farmacologia, etc. han dado soporte al estudio de los metabolitos de los
productos naturales que se obtienen de las plantas y otros organismos. Asimismo, una
gran cantidad de farmacos provienen de los productos naturales que generan los
organismos Vvivos. Es por ello que surge la necesidad de que se conozcan los principales
métodos, procedimientos y técnicas de obtencion de los metabolitos secundarios que
conforman el vasto campo de los productos naturales (Valencia-del Toro y Garin-
Aguilar, 2010).

Un problema que con frecuencia se encuentra en las investigaciones con
productos naturales es la extraccion, el fraccionamiento, la identificacion de sustancias y
la determinacién de su pureza. De inicio para la obtencién de extractos vegetales hay
una ran diversidad de técnicas tales como la extraccion con solventes, que se basan en
las diferentes solubilidades de los diversos compuestos encontrados en el material
vegetal, asi, para compuestos de baja polaridad como los lipidos, se utilizan solventes
apolares como el hexano o el cloroformo; para compuestos de mediana o alta polaridad
se utilizan solventes polares como el etanol, metanol y la acetona (Lizcano y Vergara,
2008).

La maceracion es una técnicade extraccién con solvente (unliquido capaz de
disolver otra sustancia) para separar o retirar compuestos de una fase homogénea, esta

técnica esta basada en el reparto entre fases.
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El fundamento de la separacion se basa en el reparto selectivo del soluto entre
dosfases no miscibles, que pueden ser una acuosa y una organica.

La distribucion del soluto entre las dos fases inmiscibles es un fendmeno de
equilibrio que sedescribe por medio de la ley de distribucion, cuya constante de
equilibrio se denomina coeficientede distribucion o coeficiente de reparto. Las
constantes de distribucion permiten calcular laconcentracion del soluto que permanece
en una solucién después de un numero de extracciones ypermiten determinar la manera
mas eficiente de realizar una separacidn por extraccion.

Es importante tener en cuenta que las sustancias ionicas y los compuestos
organicos polares, estaran en mayor proporcion en la fase acuosa, mientras que los
compuestos organicos nopolares,estaran en mayor proporcién en la fase organica

S(fasel) «» S(fase 2)

KD= [S(fase2)] / [S(fasel)]

Dado en concentraciones molares:

KD es el coeficiente de reparto, si KD es suficientemente grande el soluto pasara
de la fase 1 a la fase 2, pero si KD es pequefio el soluto permanecera en la fase 1. Los
estados fisicos de ambas fases se identifican al describir el proceso de separacién
nombrando primero la fase que contiene el soluto; asi si el soluto se encuentra en la fase
solida y se desea extraerlo con un solvente liquido el proceso se llama extraccion solido-
liquido (Skoog et al., 2009).

Una vez obtenido el o los extractos, es necesario obtener un perfil quimico de los
extractos de plantas mediante la aplicacion de técnicas colorimétricas. Este analisis se
efectla para determinar los principales grupos de metabolitos presentes en los extractos
de plantas y hongos, los extractos obtenidos se ponen en contacto con diferentes
reactivos quimicos y se observan las reacciones de coloracion y/o precipitacion que se
obtengan y a partir de ellas se determina la presencia o ausencia de los diferentes
metabolitos (Valencia-del Toro y Garin-Aguilar, 2010).
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Posteriormente, se efectua el fraccionamiento por medio de particiones, donde se
usa la extraccion liquido-liquido.Para estas extracciones, donde una fase es organica

(org) y otra es acuosa (aq) sepueden utilizar las siguientes ecuaciones:

La fraccion de soluto presente en la fase acuosa g(aq): en la extraccion numero 1

€s:

q(aq); = Vag/DVorg + Vaq

q(org): = 1- q(aq); = 1 — (Dvorg/ Dvorg + Vaq)

Donde D es una relacion de distribucion méas simple que se pude describir como:

Saq <> Sorg

D = (Sorg) tot / (Saq) tot

Saq = soluto en la fase acuosa en concentracion molar

Sorg = soluto en la fase organica en concentracién molar

Se pueden observar algunas desviaciones de la ley de distribucién, cuando se
producen otro tipo de equilibrios como de disociacion, dimerizacion o formacion de

complejos con alguno de los solventes o con otro componente (Skoog et al., 2009)

Se puede proseguir con el fraccionamiento del extracto mediante diferentes
técnicas cromatograficas como papel, capa fina, preparativa, columna, etc. Estas técnicas
son un método de separacion y purificacion de compuestos organicos que depende de la
distribucion de ellos en una fase estacionaria. Para efectuar una separacion
cromatografica se requiere de una fase estacionaria sélida (material adsorbente como

alimina, gel de silice, carbon o celulosa) y de una fase movil (eluyente). Se elige el
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adecuado para efectuar la separacion considerando las solubilidades relativas de los
componentes de la mezcla. La muestra se aplica en el adsorbente (en la columna, placa o
en tira de papel) y luego se deja que pasen a través del adsorbente los componentes de la
mezcla, que se desplazaran dependiendo de su solubilidad relativa en el eluyente y en el
adsorbente. Aquellos que son méas solubles y que son menos atraidos por la fase
estacionaria se desplazaran més rapido, mientras que componentes insolubles quedan en
el punto de aplicacion. Para el caso del papel, placa fina y preparativa después del
proceso se tiene como resultado un cromatograma en el cual los componentes separados
se revelan, ya sea por su color inherente o por medio de un método fisico o quimico
(Valencia-del Toro y Garin-Aguilar, 2010).

Actualmente para caracterizar substancias se emplean técnicas modernas de
andlisis, tales como espectroscopia en sus diversas modalidades Ultravioleta-Visible
(UV-Vis), Infrarrojo (IR), Resonancia Nuclear Magnética (RNM)), Espectrometria de
masas (EM), cromatografia de gases (CG) y cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC, por sus siglas en inglés)(Fessenden y Fessenden, 2001; Rubinson y Rubinson,
2001; Canell, 1998;).

Una manera moderna de guiarnos a través del proceso de investigacion quimica,
es mediante la aplicacion de pruebas de actividad bioldgica, ya sea de tipo antibiotico,
citotoxica, anticancerigena, antidepresiva etc. Los bioensayos es una herramienta rapida
de realizar, relevante que nos permite establecer la presencia o ausencia de la actividad
especifica en una muestra determinada, a esto se le llama ensayo biodirigido (Mohamed
y Aus El-Sharkiya, 2006).
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Material biologico.

5.1.1 Material Vegetal:

Las plantas fueron adquiridas comercialmente y se identificaron en el herbario

de la Facultad de Ciencias Forestales de la UANL.

Tabla |

Plantas en estudio y nimero de registro asignado:

Nombre . o ) ny
) Origen de la planta Nombre Cientifico No. de registro Identifico
Comun
Chenopodium ) E. Estrada
) o 20984 herbario
Epazote Cultivado ambrosioides L. 20-Ago-2011
CFNL
Amaranthaceae
Vegetacion secundaria 1680 m. | Equisetum hyemale ) E. Estrada
Cola de y 21765 herbario
Cumbres de Monterrey ejido L. 16-Jul- 2011
Caballo o . CFNL
La Trinidad. Equisetacease
Matorral microfilo 1450 m. san Larrea tridentata ] E. Estrada
o 24987 herbario
Gobernadora | Roberto Municipio de Galeana Zucc. CENL 12-May-2013
N.L. Zygophyllaceae
Tamarindus indica ) E. Estarda
) ) ) 22287 herbario
Tamarindo Cultivado 360m. Linares N.L. L. 15-Abr-2012
CFNL
Fabaceae
) 21344 E. Estrada
) ) Thymus vulgaris L. )
Tomillo Cultivado Zaragoza N.L. ) Herbario 20-Ago-2011
Lamiaceae
CFNL
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5.1.2 Protozoarios:

Las cepas de Entamoeba histolytica HM-1:IMSS, Trichomonas vaginalis GT-15
y G. lamblia 0989:IMSS se utilizaron en este estudio.E. histolytica y T. vaginalis
fueroncrecidas y mantenidas en medio PEHPS, el cual es el acronimo de sus principales
componentes (Peptona de caseina, extracto de higado y pancreas, y suero bovino) (Said-
Fernandez, et al, 1988) y G. lambliafue crecida y mantenida en TY1-S-33 suplementado
con bilis bovina (Keister 1983). Las tres especies fueron subcultivadas tres veces a la
semanay cosechadas a la mitad de su respectiva fase logaritmica.

5.2Medios de cultivo:

5.2.1. Suero bovino estéril.

El suero bovino se obtuvo de sangre bovina colectada del rastro municipal en la
ciudad de Monterrey. La sangre se dejé coagular a 37 °C por 12 h, posteriormente se
separ6 el coagulo del suero por centrifugacion a 2,000 rpm durante 15 min. Después de
este tiempo, el suero fue esterilizado usando papel Whatman No. 1 y un sistema de
filtros diferentes (desde 10 mm a 0.22 micras de porosidad) (Corning, Inc, N.Y., E.U.A).
El suero estéril se descomplemento por calentamiento a 56 °C durante 30 min (agitando
cada 5 min). Se dej6 enfriar a temperatura ambiente y se le adicionaron 25 mL de la
mezcla vitaminica 107 de Diamond (JRH Bioscences, Lenexa, Ks) por cada litro de
suero. Finalmente se distribuy0 en alicuotas de 100 mL y se almacend en frascos de 125
mL a -20 °C hasta su uso (Said-Fernandezet al., 1988).

5.2.2 Preparacién de los medios de cultivo.

5.2.2.1 Medio basal (PEHP) (Said-Fernandez et al., 1988).
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Peptona de caseina 10.0 g, D-Glucosa 6.0 g, L-cisteina 1.0 g, acido ascorbico 0.1
g, KH2,PO, 1.0 g, K;HPO, 0.6 g, extracto de higado y pancreas 250 mL. Se mezclé y se
disolvieron los componentes en 950 mL de agua desionizada. Se ajusto el pH a 7.0 con
NaOH 10 N y se aford a 1,000 mL con agua desionizada. ElI medio se distribuy6 en
alicuotas de 5 mL en tubos para cultivo de 13 X 100 mm con tapon de rosca y se
esterilizé en autoclave a 121 °C por 15 min. Posteriormente se almacend el medio a

temperatura ambiente hasta su uso.

5.2.2.2. Medio basal TYI-S-33 (Diamond et al., 1978).

Tripticasa 20.0 g, extracto de levadura 10.0 g, glucosa 10.0 g, NaCl 3.30 g, L-
cisteina 1.0 g, acido ascérbico 0.2 g, KH,PO,4 0.6 g, K;HPO,1.0 g vy citrato férrico
amonico 0.028 g. Los componentes se disolvieron en 950 mL de agua desionizada, se
ajusté el pH a 7.0 con NaOH 10 N se afor6 a 1,000 mL con agua desionizada. EI medio
se distribuy6 en alicuotas de 5 mL en tubos de 13 X 100 mm con tapon de rosca. Se
esterilizd en autoclave a 121 °C por 15 min y los tubos se almacenaron a 4 °C hasta su

uso.

5.2.2.3. Medio completo PEHPS y TYI-S-33.

Se adiciono a los tubos conteniendo 5 mL de los medios PEHPS y TYI-S-33
10% de suero bovino, 48 h antes de inocularse con amibas, giardias y tricomonas
respectivamente (adicionado con vitaminas 107 de Diamond’s -25 mL de vitaminas;
JRH Bioscienses, Lanexa, KS por cada 1,000 mL de suero-). Al TYI-S ademas se le
agrego 1% de bilis bovina (0.5 g/10 mL de agua desionizada y esterilizada por filtracién
de 0.22 micras Millex-GS, Millipore, Molsheim, France) (Keister, 1983). Se incubé por
72 h a 37 °C para comprobar su esterilizacion. Este material se usé posteriormente para

las resiembras de los protozoarios.
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5.3 Cultivo axénicos de protozoarios.
5.3.1. Resiembra:

Las cepas de Entamoeba histolytica HMI1-IMSS, de Giardia lamblia
IMSS:0889y Trichomonas vaginalis GT-15 se mantuvieron a 37 °C en una incubadora
(Napco, modelo 5100, Pértland Oregdn, USA). Antes de cada resiembra se observaron
los cultivos en un microscopio invertido (Reich, No. de serie WI-54220) para comprobar
el buen aspecto morfoldgico y la movilidad de estos protozoarios. Se colocaron los
cultivos de cada cepa en agua-hielo por 10 min, posteriormente se determind la
concentracion celular con un hemacitémetro y se inocularon 5 X 10° amibas, 1 X 10°
giardias y 1 X 10%por mL en cada uno de otros tres tubos (5.0 mL de medio
suplementados con 10% de suero bovino) en medio de cultivo PEHPS (Said-Fernandez
et al., 1988) o TYI-S-33 (suplementado 10% de suero bovino y 0.1 % de bilis bovina),
fresco (Keister, 1983). Se conservaron los cultivos de la penultima resiembra hasta
comprobar el crecimiento celular de los protozoarios. Las resiembras se realizaron cada

72y 48h respectivamente.

5.4 Reactivos y estandares quimicos:

Todos los reactivos utilizados en este trabajo fueron grado reactivo: metanol, n-
hexano, cloroformo, acetato de etilo, acetona, y n-butanol marca J. T: Baker,
cromatoplacas de 20 x 20 cm de silica gel en vidrio de uso general marca Sigma-
Aldrich Chemical Co., St Louis, MO, USA. Dimetilsulfoxido (DMSQO), metronidazol y
los estandares quimicos, &cido ursolico y &cido betulinico de marca Sigma-Aldrich
Chemical Co., St Louis, MO, USA.

Peptona de caseina y dextrosade la marca Bioxon (Becton Dickinson de México S.A. de
C.V.), fosfato de potasio monobasico y dibasico de Control Técnico y Representaciones,
S.A. de C.V. (Monterrey, N. L. Mexico), cloruro de sodio de Merck Mexico, S. A.L-
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cisteina hidroclorada monohidratada, &cido ascorbico, fosfato de potasio monobaésico,
lauril sulfato de sodio, Sigma Chemical Company (Saint Louis, Missouri,
E.U.A),Formalina al 10% (Sigma, Saint Luis, Missouri, EUA).

5.5 Obtencion de los extractos metanélicos

Fig. 10. Obtencion de los extractos de las plantas en estudio

Las partes aereas de las plantas se colocaron en Horno (J.M. Ortiz. Aparatos
Eléctricos S.A. de C.V. Monterrey, N.L. México) a 40°C para su secado y se molieron
mediante molino eléctrico (Molino del Rey, S.A. de C.V. San Nicolas de los Garza, N.L.

México).

El extracto crudo se obtuvo por maceracion con metanol. Se pesaron 150 g del
material seco y molido y se colocaron en matraces con 500 mL del metanol. Los
matraces se mantuvieron en agitacion continua por 72 h en agitador rotatorio (PC
Corning 622, New York, NY, USA), el proceso se repiti6 3 veces. El extracto
metandlico crudo se filtr6 y se dejé a temperatura ambiente hasta sequedad total,
posteriormente se guardaron en viales de cristal color ambar en refrigeracion a 4°C

hasta su uso.
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Fig. 11. Extractos en agitacidn constante.

A todos los extractos se determinaronrendimientos, se realizaron pruebas
quimicas colorimétricas y pruebas bioldgicas (Molina-Salinas et. al., 2008).

5.6 Rendimiento

Se refiere a la cantidad de extracto obtenido de la planta expresado en porcientos,
para esto es necesario llevar a sequedad total el extracto y pesarlo, asi mediante la
formula:
Rendimiento= (peso del extracto obtenido/ peso inicial del material seco y molido) X
100

5.7Pruebas colorimétricas:

Identificacion de metabolitos secundarios de los extractos de las pantas por
métodos quimicos. (Dominguez, 1973).
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Se identificaron los metabolitos secundarios en cada extracto de cada planta y
determinamos los posibles grupos funcionales por los métodos de pruebas coloridas.

5.7.1 Prueba de Liebermann-Burchard

Para triterpenos y compuestos esteroidales. En una placa de porcelana se afadio
una gota del extracto, 1 gota de cloroformo y tres gotas del reactivo de Liebermann-
Burchard (20 pL de acido sulfirico mas 1 mL de &cido acético anhidro y 1 mL de
cloroformo), un viraje de color hacia azul, verde, rojo o anaranjado es una prueba

positiva para estos compuestos.

5.7.2. Prueba de Baljet

Para sesquiterpenlactonas. Se utilizaron dos soluciones mezcladas en volumenes
iguales antes de usarse, reactivo 1: solucién A: se disolvié 1.0 g de acido picrico en 100
mL de etanol; y la solucion B: 10.0 g de hidroxido de sodio en 100 mL de agua
bidestilada. A 3 gotas de los extractos, se agregaron 4 gotas del reactivo 1, la coloracion

naranja a roja obscura representa una prueba positiva.

5.7.3. Prueba de Dragendorff

Para alcaloides. Modificacién de Meunier y Machelobuf. Se obtuvo el reactivo 2:
solucion A: A 10 mL de acido acético glacial y 40 mL de agua bidestilada, en la cual se
le disolvieron 0.85 g de nitrato de bismuto; y solucion B: se disolvieron 8.0 g de yoduro
de potasio en 20 mL de agua bidestilada. El reactivo 2 lo preparamos cuando mezclamos
5 mL de la solucion A con 4 mL de la solucion B y aforamos a 100 mL con agua

bidestilada. A 1 gota del extracto se le agregaron 80 uL del reactivo 2, al contacto las
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muestras que se tornaron a una coloracién roja o naranja persistentes por 24 h nos

indica una prueba positiva.

5.7.4. Prueba de permanganato de potasio

Para dobles enlaces. Se disolvieron2.0 g de permanganato de potasioen 100 mL
de agua bidestilada. Pesamos 0.2 mg de cada extracto y agregamos 3 gotas del

permanganato. Si se observa precipitado café la prueba es positiva.

5.7.5. Prueba de cloruro férrico

Para oxhidrilos fendlicos. A 1 gota del extracto le agregamos 3 gotas de etanol y
20 pL de una solucién de cloruro férrico (2.5% en agua bidestilada). Al contacto, si

aparece una coloracion o precipitado rojo, azul, violeta o verde se considera positiva.

5.7.6. Prueba de bicarbonato de sodio

Para saponinas. Se mezclaron 2 gotas de cada extracto de cada planta con 3 gotas
de una solucién de bicarbonato al 10% vy la aparicion de burbujas en los tubos indica la

presencia de estos compuestos.

5.7.7Prueba de Shinoda

Determinacion de flavonoides se disuelven 1-2 mg de la muestra en 1 ml de
etanol agregando unas gotas de &cido clorhidrico concentrado y una o dos limaduras de
magnesio; si la solucion se torna de color rojo intenso, la prueba es positiva, otro color
como anaranjado, verde o azul pueden estar presentes, flavonas, flavononas, flavonoles,

flavononoles o xantonas.

5.7.8 Saponinas
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En un tubo de ensaye se coloca la muestra (1-2 mg) disuelta en 1 ml de agua, se

sacude y se forma una espuma abundante, la prueba se considera positiva.

5.7.9Coumarinas

Se disuelven 1-2 mg de la muestra en una solucion de hidroxido de sodio al 10
%, si aparece una coloracion amarilla, la cual desaparece al acidular, la prueba es

positiva.

5.7.10Dinitrofenilhidrazina

Grupo carbonilo.- Prueba de la 2, 4-dinitrofenilhidrazina (100 mg de 2,4, DFNH
+ 10 mL de ETOH + 3 ml de HCL aforar a 100 mL con agua destilada) y se afiaden unas
gotas de este reactivo a la muestra disuelta en etanol, la formacion de un precipitado

amarillo, rojo o naranja indica la presencia de un grupo carbonilo.

5.7.11Prueba de la Antrona

Determinacion de carbohidratos; en un tubo de ensaye se colocan 1-2 mg de la
muestra disuelta en agua, después se deja resbalar por las paredes del tubo una solucién
reciente de Antrona al 0.2 °/, en acido sulfarico concentrado; la prueba es positiva si en

la interfase aparece un anillo azul-verdoso o violeta.
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Fig. 12. Pruebas coloridas de los extractos en estudio.

5.8Parédmetros de crecimiento de los parasitos seleccionados:

5.8.1 Cinética de crecimiento de Entamoeba histolytica:

Se realizaron tres experimentos independientes por triplicado para cada cepa. Se
revisaron bajo micrcoscopio invertido (Reich, No. de serie WI-54220) los tubos de la
Gltima resiembra,se escogieron los mejores y se enfriaron en agua-hielo por 10 min, se
agitaron suavemente y se determind la densidad celular de cada tubo con un
hemacitémetro (Americal Optical Scientific Instruments Div.).

Se inocularon 5,000 trofozoitos/mL a 45 tubos de 13 X 100 mm (Bellco, Glass,
Inc. N.Y. EUA) con tapdn de rosca conteniendo 5.5 mL de medio PEHPS. Cada 24 h se

determin6 numero de trofozoitos por mL por tubo.

5.8.2Cinética de crecimiento de Giardia lamblia:
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Se utiliz6 el procedimiento antes descrito para E. histolytica con la siguiente
modificacion: se determind la densidad celular haciendo una dilucion de 1:10 para
contar a las giardias (usando 100 mL de medio de cultivo enfriado y homogenizado en
900 mL de formalina al 10%), se obtuvo usando un hemacitometro el nimero de
trofozoitos por mL por tubo. Se inocularon 45 tubos (Bellco, Glass, Inc. N.Y. EUA) con
tapon de rosca con 5.5 mL de medio de cultivo TYI-S-33 y un inéculo de 5 X 10°

trofozoitos/mL, los cuales se contaron cada 24 h.

5.8.3Cinética de crecimiento deT. vaginalis:

Se procedio igual que con giardia, se prepararon 45 tubos de ensayo de 13 x 100
mm (Bellco, Glass, Inc. N.Y. EUA) con tapon de rosca con 5.6 mL de medio PEHPS. Se
inoculé cada tubo con 5 x 10° trofozoftos/mL a partir de los tubos de resiembra y se

incubaron a 37 °C. El conteo se realizo cada 24 h.

Para la obtencion de los pardmetros de crecimiento tiempo de generacion y
tiempo de duplicacion de los protozoarios se utilizo la prueba estadistica de regresion

lineal.

5.9Pruebas de actividad bioldgica (Mata-Céardenas et al., 2008):

5.9.1 Actividad inhibitoria.

La actividad antiprotozoaria delos extractos y de las fracciones obtenidas se
realizaron como se describe previamente (Mata-Cardenas et al., 2008) técnica de
microensayo.

Del extracto metandlico crudo, se pesaron 30 mg y se disolvieron en 250 uL de
Dimetilsulfoxido (DMSO) al 100% en tubo eppendorf estéril, se tapo en papel aluminio
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y se guardd a 4°C hasta su uso (cuando menos por 24h para que se esterilice). Esta es la
solucion madre.

De la soluciéon madre se tomaron 50 uL y se diluyd en 950 puL de agua estéril, la
concentracion sera de 300 ug en 50 uL, de la solucion.

En tubos de cultivo de 1 mL (Vial micro storage Cat. No. 2070-00001, Bellco
Biotechnology, BellcoGlass Inc., Vineland, NJ, USA) con medio PEHPS y/o TYI-S33,
se depositaron 200 X10° trofozoitos de Giardia lamblia, 100 X 10° de Trichomonas
vaginalis y 20 X 10° para Entamoeba histolytica en fase logaritmica. A cada tubo se les
adicionaron 300 pg del extracto metanolico crudo, de las fracciones y de los
compuestos purificados del o los extractos méas activos, asi como 10 pg de los
compuestos puros: acido ursélico y acido betulinico, todos se disolvieron en
dimetilsulfoxido (DMSO). Como control positivo se utilizd el metronidazol a una
concentracion de 2.5 pg/mL y como control negativo DMSO al 5%. En el caso de G.
lamblia y T. vaginalis se incubaron a 36.6°C por 24 h y para E. histolyticaa 36.6°C por
72 h. Después del periodo de incubacion se enfriaron en agua-hielo por 10 min y se
contabilizé el nimero de trofozoitos por mL™*de cada tubo con un hemacitdmetro. Los
resultados fueron estimados como el porcentaje de inhibicion de los crecimientos

comparados con los controles no tratados.

5.9.2 Determinacion de CI50
5.9.2.1.- Del extracto metandlico crudo, se pesaron 30 mg Y se disolvieron en
250 puL de Dimetilsulfoxido (DMSO) al 100% en tubo eppendorf estéril, se tapd en

papel aluminio y se guardd a 4°C hasta su uso (cuando menos por 24h para que se

esterilice). Esta es la solucion madre.

5.9.2.2Diluciones:
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5.9.2.2.1- Se tomaron 50 pL de la solucion madre y se diluy6 en 950 puL de agua

estéril, la concentracion sera de 300 pug en 50 pL, esta es la solucion 1.

5.9.2.2.2.- A partir de la solucion 1 se hicieron 4 diluciones 1:1 tomando 500 pL
de esta solucion y se afiadieron 500 uL de la solucion testigo y se obtuvieron la

siguientes concentraciones: 150, 75, 37.5,y 18.75 pgrespectivamente.

5.9.2.2.3.- La solucion testigo se prepard tomando 400 puLL de DMSO y se
diluy6en 7600 pL de agua estéril.

5.9.2.3 - Bioensayo:

5.9.2.3.1.- Del cepario de cada protozoario se tomd un tubo, que se revisé al
microscopio comprobando que estuvieran en buenas condiciones, se enfrié en agua hielo

por 10 min. para despegar al protozoario y se contaron en hemacitémetro.

5.9.2.3.2.- Una vez contado el nimero de células, se calculd la cantidad de
indculo para ajustar la cantidad de células por mL para cada caso, se inocularon en un
tubo de 15 X 150 con tapa roscada para formar un solo indculo, se agitaron suavemente
y se dej6o momentaneamente en una gradilla. Se etiquetaron los viales de la marca Bellco
con capacidad de 1 mL, se tomaron 50uL de las diluciones ya preparadas del extracto
correspondiente y se agregaron 950 puL de medio con células ajustadas y se incubaron
por 24 h a 36.5°C en el caso de G. lamblia y T. vaginalis, para el caso de E. histolytica,

se incubaron por 72h a 36.5 °C.

5.9.2.3.3.- Pasado este tiempo se colocaron los viales en agua hielo por 10

min., y se procede al conteo con hemacitometro.
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5.9.2.3.4.- Este resultado se dividio entre 8 (8 cuadrantes de la camara) vy el
resultado es X 10°en el caso de G.lamblia y T. vaginalis considerando la dilucién previa

con formalina al m10% y en el caso de E. histolytica es X10*

5.9.2.3.5.- Para llevar a cabo el analisis estadistico en forma manual del

experimento, se hicieron por triplicado cada uno y se procedid de la siguiente manera:

5.9.2.3.5.1 - Se sacaron promedios de cada tratamiento

5.9.2.3.5.2,- Se obtuvo log de la concentracion de la solucion problema.

5.9.2.3.5.3.- Se determind el nimero de células muertas, restando el resultado del
tratamiento al resultado del testigo.

5.9.2.3.5.4.- Se obtuvo la relacion de células muertas entre vivas.

5.9.2.3.5.5.- El resultado se relaciond en tabla de valores PROBIT.

5.9.2.3.5.6.- Se grafico el logso de la concentracion eje de las X contra el nimero

obtenido en las tablas Probiten el ejedelas Y.

5.9.2.3.5.7.- De esta gréafica se obtuvo la linea de tendencia, ecuacion de la recta

(y=a+bx)yR%
5.9.2.3.5.8. En base a esta ecuacion se despeja la x donde:

y=es el valor 5 de PROBIT.

x= Log 10 de la concentracion del extracto.
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5.10Fraccionamiento delos extractos:

El o los extractos con mayor actividad se sometio a particién sucesiva por
triplicado con n-hexano (2:1, 1:1, v n-hexano /v metanol), la parte insoluble en n-hexano
se extrajo por triplicado con acetato de etilo (2:1, 1:1 v acetato de etilo /v metanol) y la
parte insoluble en acetato de etilo se extrajo con n-butanol (1:4 v n-butanol/v metanol);
todas las partes obtenidas se llevaron a sequedad y se realizd prueba de actividad
bioldgica. La parte mas activa se extrajo con cloroformo, se filtr6 y se llevaron a
sequedad total, se realizd prueba de actividad bioldgica. La parte con mayor actividad
antiprotozoaria se re-suspendio en metanol, se filtroy la parte soluble en metanol se
extrajo con n-hexano (3:1 v n-hexano/v metanol) por 3 veces y la parte insoluble en
metanol se extrajo en acetona, se filtrd y todas las partes obtenidas se llevaron a
sequedad, se corri6 cromatografia en placa fina y se realiz6 prueba de actividad
bioldgica.

A la fraccién con mayor actividad se procedio a su caracterizacion por métodos
quimicos y métodos espectrométrticos por HPLC acoplada a masas (Espectrometro
TOFA-Orthogonal (masas) y se compararon los resultados de los datos obtenidos con la
base de datos Mascot-blast espectrofotométrico (Molina-Salinas et. al., 2008).

5.11 Citotoxicidad en células VERO

Se utilizé el método de recuento de células vivas integras por exclusion de azul
tripano.
Células VERO (ATCC No. CCL-81. Cercopithecus aethiops (monkey, African green)
Estas lineas celulares crecen a 37°C en atmosfera humeda y 5 % de CO, en medios
MEM y RPMI completos adicionados con 1 mM de piruvato y 10% de suero fetal
bovino.

Las lineas celulares obtenidas de ATCC se propagaron en cajas de poliestireno
de 25 cm (Sigma C-6921) y con 4.5 mL de medio RPMI completo.
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Se realiz6 pase a placa de 96 pozos de 4.0 X 10° células/pozo y se agregaron 100
pL de las muestras (en concentraciones de 300 pug/mL a 9.37 pg/mL) disueltas en
DMSO 5% v/v y se mantuvieron en iguales condiciones de suplementos e incubacion
por 48h, al cabo de este tiempo se realizé conteo del numero de células viables, en cada
caso se determind la concentracién citotoxica media CCso. Como control negativo se
utilizé cultivo celular sin adicion de la muestra y como control positivo se utiliz6 DMSO

al 10 %. Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado (Gil R. et al, 2009).

5.12 Andlisis estadistico

En cada experimento se obtuvieron el promedio y la desviacion estandar de tres
experimentos independientes por triplicado. La CI50 se calcul6 por prueba de PROBIT
en cada cepa (Gonzélez-Garza, et al. 1989).Para el analisis se utilizd el paquete

estadistico de ciencias sociales (SPSS, version estandar 15.0) con 95% de confianza.
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6. RESULTADOS

6.1 Rendimientos de los extractos metandlicos:

El peso inicial del material vegetal seco y molido fue de 150 g, en la siguiente

tabla se muestran los rendimientos en porcentajes:

Tabla Il

Rendimientos de los extractos metanolicos de las plantas seleccionadas:

Nombre de la planta | % de rendimiento
Epazote 8.66
Cola de caballo 4.69
Gobernadora 15
Tamarindo 13.31
Tomillo 12.15

La tabla Il nos muestra que la gobernadora obtuvo el mayor rendimiento con
15%, sequida por el tamarindo con 13.31% Yy el tomillo con 12.15%.
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6.2 Pruebas quimicas colorimétricas de los extractos metanolicos de las

plantas seleccionadas:

Tabla Il1.

Pruebas quimicas de los extractos metanolicos de las plantas en estudio:

o Que detecta la Cola de ) ]
Prueba Quimica Epazote Gobernadora | Tomillo | Tamarindo
prueba Caballo
Permanganato de
. Dobles enlaces + + + + +
potasio
Lieberman- Esteroles
y - - + + -
Buchard triterpenos
Shinoda Flavonoides - = + - +
Taninos o grupos
Cloruro ferrico ] .g P = = + + =
fendlicos
Saponinas Saponinas - - - - -
Dinitrofenil-
S Gpos. Carbonilo - - + + +
hidrazina
Cumarinas Cumarinas - - + + +
Dragendorf Alcaloides - - + - -
Bicarbonato de )
) Gpos. Carboxilos - - - - -
sodio
Sesquiterpen-
Baljet Ao - + + - +
lactonas
Antrona Carbohidratos + + + + +
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Se aplicaron 11 pruebas colorimetericas con el objetivo de tener un perfil de cada
extracto, donde se determiné que:
La gobernadora fue positiva en 9 pruebas ; dobles enlaces, esteroles y triterpenos,
flavonoides, taninos, grupos carbonilos, cumarinas, alcaloides, sequiterpenlactonas y
carbohidratos, resultando negativa en 2 pruebas; para grupos carboxilos y saponinas.
El tomillo resulté positivo en 6 pruebas; dobles enlaces, esteroles y triterpenos, taninos,
grupos carbonilos, cumarinas y carbohidratos, negativo en 5 pruebas; flavonoides,
saponinas, alcaloides, grupos carboxilos y sequiterpenlactonas.
El tamarindo resultd positivo en 6 pruebas; dobles enlaces, flavonoides, grupos
carbonilos, cumarinas, sequiterpenlactonas y carbohidratos, negativo en 5 pruebas;
esteroles y triterpenos, taninos, saponinas, alcaloides y grupos carboxilos.
El epazote soloresulto positivo en 2 pruebas; dobles enlaces y carbohidratos, negativo en
el resto.
La cola de caballo resulto positiva en tres pruebas; dobles enlaces, sequiterpenlactonas y

carbohidratos, negativa en el resto

6.3 Parametros de crecimiento de los protozoarios en estudio

6.3.1 Cinética de crecimiento de E. histolytica:

Se determin6é matematicamente por medio de regresion lineal en curvas de
crecimiento de E. histolytica,G. lamblia y T. vaginalislos pardmetros de crecimiento
como el tiempo de duplicacién, indculo y dias de incubacion necesarios para obtener
cultivos creciendo en la fase exponencial y en buenas condiciones fisiologicas para cada

protozoario.

La fig 13 corresponde a una curva tipica de crecimiento de la cepa HM1:IMSS, en

donde se observa una ausencia de la fase lag de crecimiento. La funcion que
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encontramos en la fase exponencial de crecimiento de la cepa HM1:IMSS correspondio

a la siguiente ecuacion:
Numero de amibas/mL= e0.020(horas de cultivo)+3.816

Correlacién con la recta r* =0.938

A partir de esta ecuacion se determind un tiempo de generacionzg = 14.76 hy un tiempo

de duplicacionzd = 21.30h

Cineética de crecimiento de Entamoeba histolytica:

500000 -
-
E
vt
S)
(%]
oo
>
% 50000 -
(3]
o
o
pd
5000 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo de incubacion (h)

Fig 13 Relacion temporal del crecimiento de la cepa HM1:IMSS de E. histolytica. Cada punto
corresponde a tres determinaciones independientes en tres ensayos diferentes. El coeficiente de

correlacion con la recta (r?) = 0.93; P< 0.001.
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6.3.2 Cinética de crecimiento de Giardia lamblia:

La fig. 14 corresponde a una curva tipica de crecimiento de la cepa de G. lamblia
cepa IMSS:0989. La funcion que se encontro en la fase exponencial de crecimiento de
G. lamblia correspondio a la siguiente:

NGmero de trofozoitos/mL= e0.724(horas de incubacién)+3.668

Correlacién con larectar> = 0.989
A partir de esta ecuacion se determind un tiempo de generaciénzg = 9.086 h tiempo de
duplicacion zd = 13.11 h

£ 2000000 -
=
)
[%2]
©
E
8
S 200000 -
©
S
Z
20000 ; ; ; ; .

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo de incubacion (h)

Fig. 14. Relacion temporal del crecimiento de la cepa IMSS 0989 de G. lamblia. Cada punto corresponde
a tres determinaciones independientes de tres experimentos diferentes. El coeficiente de correlacion con la
recta (r?) = 0.989 P< 0.001.
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6.3.3 Cinética de crecimiento de Trichomonas vaginalis:

La Fig 15 corresponde a una curva tipica de crecimiento de la cepa GT-15 de
Trichomonas vaginalis. De esta grafica determinamos los parametros de crecimiento que
nos serviria para tener las condiciones Optimas en nuestro laboratorio. La funcion
matematica que se obtuvo en la fase exponencial del crecimiento de los trofozoitos de T.
vaginalis correspondio a la siguiente ecuacion:

NGmero de trofozoitos/mL = e 0.057(horas de incubacién)+3.614

Encontramos que la correlacién con la recta () = 0.989.

A partir de esta ecuacion se determind un tiempo de generacionzg =8.16 hyun tiempo de
duplicacion zd =11.77 h

No. de células(Cél/mL)

3-5 T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Tiempo de incubacion (h)

Fig. 15 Relacion temporal del crecimiento de la cepa GT-15 de T. vaginalis.

Se inocularon por triplicado 5 x 10° trofozoitos por mililitro en tubos con 5.6 mL de medio PEHPS. Después de
diferentes tiempos de incubacion a 37 °C. Se determind la densidad de los cultivos de cada tubo cada 24 h, donde se
hizo una dilucion de 1:10 con formalina para contar los trofozoitos. Después se determind la densidad de los cultivos

contando en un hemacitometro. Cada punto corresponde a tres determinaciones en tres experimentos independientes.
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Con estos resultados establecimos los pardmetros como tamafio de indculo y

tiempo de incubacion para cada uno de los parésitos en cada una de las pruebas

bioldgicas.
Tabla IV
Tiempos de incubacion y tamarfio del inoculo
Tiempo de
Protozoario incubacién In6culo (Cél/mL)
(h)

Entamoeba histolytica 72 20,000

Giardia lamblia 24 200,000
Trichomonas vaginalis 24 100,000

6.4 Determinacién del CI50 del metronidazol sobre el crecimiento de E.

histolytica G. lamblia 'y T. vaginalis:

Una vez obtenido los pardmetros de crecimiento y las condiciones dptimas de

cultivo de los protozoarios, determinamos la CI50 del metronidazol (control positivo),
ya que este medicamento se usa por excelencia para tratar a estos paréasitos. Para ello
adaptamos el método de micro ensayo(Mata-Cardena 2008).
Se encontro que las concentraciones crecientes de 0.05-0.5ug/mL del metronidazol en
los medios de cultivo, disminuyeron el crecimiento de los tres parasitos. Con el uso de la
prueba estadistica de Probit determinamos unCI150 para E. histolytica de0.1716+ 0,146
pg/mL, paraG. lamblia de 0.205 + 0.149 pg/mL y para T. vaginalis0.09ug/mL+0.105.

74




6.5 Prueba de actividad bioldgica de los extractos metandlico de las plantas

seleccionadas contra los tres parasitos en estudio.

Tabla V

Actividad de los extractos a una concentracion inicial de 300 ug/mL contra los tres

protozoarios expresado en porcientos de inhibicion:

Extracto E. histolytica G. lamblia T. vaginalis
Epazote 0 21,71 18,81
Cola de caballo 14,35 0 0
Gobernadora 95,21 95,52 91,26
Tomillo 14,12 95,86 96,42
Tamarindo 3,55 10,37 69,55

En estos ensayos se determind que la gobernadora tiene actividad contra los tres
parésitos con 95.22, 95.52 y 91.26% de inhibicion contra E. histolytica,G. lambliay T.
vaginalis respectivamente.

El tomillo presentd actividad contra dos parasitos, 95.86 y 96.42% contra G. lamblia y
T. vaginalis, respectivamente. Contra E. histolyticaobtuvo baja actividad con 14.12% de
inhibicion.

El tamarindo present6 actividad relevante contra T. vaginalis con 69.56% de inhibicién,
contra los otros dos parasitos presento baja actividad..

Tanto el epazote y la cola de caballo presentaron bajas o nulas actividades contra los tres

parasitos.

75




Con estos resultados se decidié continuar trabajando con los extractos metandlicos de
gobernadora y tomillo.

6.6. Determinacion de Clsg de los extractos metandlicos mas activos

Se determinaron los CI50 de los extractos que resultaron mas activos que en este
caso fueron los extractos metandlicos de gobernadora y tomillo, la concentracion inicial
fue de 300 pg/mL.

6.6.1 CI50 del extracto metandlico de gobernadora contra los tres parasitos

Tabla VI

CI50 del extracto metandlico de gobernadora

_ Clsg
Protozoario
pg/mL
E. histolytica 90,38 +2,19
T. vaginalis 130,57+ 2,09
G. lamblia 98,47 £ 2,27

El Clso del extracto metandlico de gobernadora contrak. histolytica yG. lamblia

fue mas bajo de 100 pg/mL.,sin embargo contra T. vaginalisfue mayor de los 100pug/mL.

6.6.2 Determinacion de Clsy del extracto metandélico de tomillo contra G. lamblia y T.

vaginalis
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Tabla VII

Clsg del extracto metandlico de tomillo

Clso
pg/mL

T. vaginalis 115.47 + 1,41
G. lamblia 86,41 + 2,152

Protozoario

La tabla VII nos muestra que el Clso contra G. lambliafuede 86.41ug/mL y
contra T. vaginalis fue arriba de los 100pg/mL.ContraE. histolytica no se determino el

Clsopor resultar con baja actividad bioldgica en la prueba preeliminar.

6.7 Fraccionamiento de los extractos mas activos:
Una vez determinados los Clso de los extractos mas activos que en este caso fue

el extracto metanolico de gobernadora y el extracto metanolico de tomillo, se procedi6 a

el fraccionamiento inicial de los mismos mediante particiones, se obtuvo lo siguiente:

1



Fig.16 Particion de los extractos.

6.7.1 Particiones del extracto metandlico de gobernadora

Tabla VI

Rendimientos de las particiones del extracto metanélico de gobernadora

Extracto Rendimiento
%
hexanico 1.87
acetato de etilo 39.09
butanodlico 10.33
metandlico 8.64
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La tabla VIII nos muestra que la parte soluble en acetato de etilo obtuvo el mayor
rendimiento con 39.09%, seguido por la parte soluble en n-buatnol con 10.33%

6.7.2 Particiones del extracto metanélico de tomillo

Tabla IX

Rendimiento de las particiones del

extracto metandlico de tomillo.

Rendimiento
Extracto
%
hexéanico 14.44
acetato de etilo 27.91
butandlico 9.02
metandlico 7.2

Igual que en gobernadora la parte soluble en acetato de etilo se obtuvo el mayor
porciento de rendimiento con 27.91%, seguida por la parte soluble en hexano con
14.44%.

6.8 Determinacion de la actividad biologica de las particiones de los

extractos metanolicos de gobernadora y tomillo contra los tres parasitos.

6.8.1 Actividad biologica de las particiones de gobernadora
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Tabla X

Actividad bioldgica de las particiones de gobernadora a una concentracién inicial de

300pg/mL expresado en % de inhibicion:

Extracto E. histolityca G. lamblia T. vaginalis
hexanico 0 20.79 12.77
acetato de etilo 96.34 87.61 98.35
butanolico 0 15.03 15.43
metandlico 11.61 20.79 12.28

Como se puede apreciar en la tablaX, la partesoluble en acetato de etilo presentd
la mayor actividad bioldgica con 96.34, 87.61 y 98.35 % de inhibicion de crecimiento
contra E. histolytica, G. lamblia y T. vaginalis respectivamente. Las otras particiones

fueron menores al 50% de inhibicidn de crecimiento contra los tres parasitos.

6.8.2 Actividad biologica de las particiones de tomillo

Tabla XI
Actividad bioldgica de las particiones de tomillo a una concentracion de 300 ug/mL

expresado en % de inhibicion:

Extracto G. lamblia T. vaginalis

hexanico 0 9.15
acetato de etilo 97.06 97.37

butandlico 30.18 24.21
metanolico 22.77 14.66
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Como se observa en la tabla X1 la parte soluble en acetato de etilo presentd los
mayores porciento de inhibicion de crecimiento con 97.06 y 97.37% contra G. lamblia y
T. vaginalis respectivamente. Las otras particiones fueron menores del 50% de

inhibicién de crecimiento.

Con los resultados obtenidos se tomo la decisién de continuar el fraccionamiento

de las partes de acetato de etilo de las dos plantas (gobernadora y tomillo).

6.9 Fraccionamiento de la parte mas activa:

Para continuar el proceso de fraccionamiento, se necesitd de mayor cantidad de
material, se adquirio otro lotede gobernadora, el cual al obtener el exttracto metandlico y
hacer la prueba bioldgica correspondiente se perdié la actividad y ya no se continué con

el proceso para esta planta.

Se contindo el trabajo de fracionamiento con la parte soluble en acetato de etilo

del extracto metandlico de tomillo:

Se tomaron 7.52gde la parte obtenida con acetato de etilo y se disolvié con
cloroformo caliente, se obtuvieron la parte soluble en cloroformo y la parte insoluble en
cloroformo, se llevaron a sequedad total, se calcularon los porcientos de rendimiento y

se corrieron pruebas de actividad bioldgica respectivas.
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TablaXIl

Rendimientos y actividad bioldgica de las fracciones obtenidas con cloroformo caliente

de la parte soluble en acetato de etilo del extracto metandlico de tomillo:

Insoluble en cloroformo | Soluble en cloroformo

Rendimiento en % 38.56 61.43

% de inhibicion

T. vaginalis 96.87 5.32

G. lamblia 97.42 79

Como lo indica la tabla XII, la parte soluble en cloroformo obtuvo el mayor
rendimiento con 61.43%, sin embargo la parte insoluble en cloroformofue la més activa,
con 96.87 y 97.42 % de inhibicién de crecimiento contra T. vaginalis y G. lamblia
respectivamente.

Esta parte insoluble en cloroformo se continu6 particionando, se tomaron 2.9 gy
se re-suspendié en MeOH caliente, se obtuvieron la parte soluble en metanol y la parte
insoluble en metanol, la parte soluble en metanol, se extrajo con n-hexano 2:1 hexano:
metanolv/v (extraccion liquido-liquido) varias veces. La parte insoluble del metanolse
re-suspendid en acetona caliente, obteniendo una parte soluble en acetona e insoluble en
acetona, todas las partes se llevaron a sequedad total, se midieron rendimientos y se

realizaron las pruebas bioldgicas correspondientes.
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Tabla XII

Rendimientos de las particiones obtenidas de las partes solubles e insolubles en metanol:

Rendimiento
%

Extracto

Soluble en metanol

soluble en metanol 69

soluble en hexano 21

Insoluble en metanol

soluble en acetona 6

insoluble en acetona 4

La parte soluble en metanol obtuvo mayorrendimiento con 69%, seguida de la
parte soluble en hexano con 21%,la parte soluble en acetona con6% y 4% de la parte

insoluble en acetona respectivamente.
Una vez obtenidos los porcentajes de rendimiento,la Fig. 17 corresponde a la

cromatografia en placa fina de las partes extraidas para monitorear la pureza de las

diferentes muestras.
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Figl7 Cromatografia en capa fina de los extractos obtenidos de las parte soluble e insoluble en metanol
caliente, como eluente se uso un sistema benceno-acetona 8:2 v/v, de izquierda a derecha en el carril 1

parte soluble en metanol, en el carril 2 parte soluble en hexano y carril 3 parte soluble en acetona.

La Fig. 17, nos muestra en el carril 1 que es la parte soluble en MeOHpresento
un Rf= 0.707; en el carril 2, parte soluble en hexano presentdé un Rf=0.605 en el carril
3, parte soluble en acetona present6 un Rf = 0.606.

El carril 1,que correspone a la parte soluble en metanol, al compararlo con los carriles 2
y 3 que correspopnen a las parte soluble en hexano y parte soluble en acetona
respectivamente, presenta 4 manchas, la mancha del extremo superior presento una
coloracionrojiza como la de los otros dos carriles, pero muy disminuida, por lo que se
pudo corroborar que la extraccion con hexano arrastro basicamente el total del
compuesto en color rojizo, como se observa en este carril 2 es la Unica mancha,
mostrando la pureza de la muestra, en el carril 3 que es la parte soluble en acetona se
observa de manera muy oscura debido a que se aplico calor para el revelado y no se
controlo el tiempo de exposicion, quemando un poco el cromatograma, pero se observo
igual ala del carril 2, con una sola mancha rojiza, por lo que se tomo la decisién de

juntar las parte soluble en hexano y parte soluble en acetona, cabe mencionar que la
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parte insoluble en acetona no se corrio cromatografia en placa fina debido a un

rendimiento insuficiente y se reservd solo para prueba biolégica.

6.10 Prueba de actividad bioldgica de las diferentes partes obtenidas.

Tabla X111

Actividad bioldgica de los extractos obtenidos de las partes soluble e insoluble en

metanol expresados en % de inhibicidona una concentracion de 300 pg/mL:

Extracto T. vaginalis G. lamblia
Parte soluble en metanol 76.76 78.28
Mezcla de parte soluble en hexano +
99 96.16
parte soluble en acetona.
parte insoluble en Acetona <50 <50

En la tabla XIII, se observa que tanto la parte soluble en metanol como la mezcla
de la parte soluble en hexano+ la parte soluble en acetona tienen actividad relevante,
mayor al 50% de inhibicion de crecimiento, sin embargo, la mezcla de la parte soluble
en hexano + parte soluble en acetona presenta mayor porciento de inhibicion de
crecimiento y cromatograficamente son las que se observan con mayor pureza, por lo

que se decidié continuar trabajando con esta parte.

De aqui en adelante a la mezcla de estas dos partes: la parte soluble en hexano +

la parte soluble en acetona le Ilamaremos: psh/psa
A la mezcla de parte soluble en hexano +soluble en acetona (psh/psa), se le
realiz6 la prueba colorimétrica de Liebermann-Burchard, que resulté positiva para

triterpenos.
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6.11 Identificacion del o los compuestos contenidos en la muestra de psh/psa

mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas:

Cromatografia de gases y espectrometria de masas.

Time--> 28.00 28.20 28.40 28.60 28.80 29.00 29.20 29.40 29.60 29.80 30.00 30.20

Fig. 18 Cromatografia de Thymus vulgaris y estandarde acido betulinico

En esta cromatografia se corri6 como control el acido betulinico como estandar con
tiempo deretencion de 28.87 seg.Con esta curva se establecieron los tiempos de
retencion para la identificacion de los compuestos contenidos en la muestra de psh/psa:
se identificaron como una mezcla de triterpenos pentaciclicos de acido oleanoico tiempo
de retencion de 28.68 seg y acido ursolico tiempo de retencion de 29.30 seg.
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Fig.19 Cromatografia de muestrade psh/psa de Thymus vulgaris

En la cromatografia se obsreva que el pico méas intenso corresponde alacido
ursolico, seguido de acido oleandlico y en forma disminuida la sefial del &cido
betulinico.

En este cromatograma se puede establecer que el acido ursolico se encuentra en
mayor concentracion seguido del acido oleanolico y en forma disminuida el acido
betulinico en la muestra obtenida de Thymus vulgaris.
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Fig 20 Cromatografia y espectrometria de masas de muestra de psh/psa de Thymus vulgaris.

En este cromatograma se amplifican y se observan las dos sefiales de acido
oleanolico y dedcido betulinico, el espectro no esta bien definido por lo que se repitio el

ensayo.
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Fig 21 Cromatografia y espectro de masas de psh/psa de Thymus vulgaris.

Cromatografia y espectro de masas, donde se amplifica la sefial del acido
oleandlico, en el espectro de &cido oleandlico,con pico base de 203 m/z y ion molecular
de 585 m/z.
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Fig 22 Cromatografia y espectro de masasde psh/psa con sefiales amplificadas para acido ursélico.

Cromatografia y espectro de masas, donde se amplifica la sefial del acido

ursélico, el espectro con pico base de 73 m/z y un ion molecular de 585 m/z.
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El &cido oleandlico y el &cido ursélico comparten el mismo ion molecular

diferenciandose por el pico base.
En la Fig. 23 se muestra un diagrama de flujo del proceso hasta la identificacion

de la mezcla de compuestos triterpénicos pentaciclicos mediante métodos directos

(particiones).
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6.12 Comparacion cromatografica de la muestra del extracto metandlico de

tomillo, mezcla de psh/psa y estdndar de acido ursolico.

L 1T

Fig. 24 Cromatografia en capa fina del extracto metandlico crudo del tomillo,de la mezcla de psh/psa y

acido ursélico comercial, se usé como eluente un sistema de benceno-acetona 9:1 v/v. En el carril 1
extracto metandlico crudo de tomillo, carril 2mezcla de parte soluble en hexano + soluble en acetona del

extracto, carril 3 4cido ursolico comercial.

En la Fig. 24, el extracto metandlico crudo de tomillo muestra un Rf= 0.64 hasta
la mancha roja, en la mezcla de parte soluble en hexano + soluble en acetona(psh/psa)
del extracto metandlico de tomillo, se obtuvo un Rf= 0.64 y en la muestra de &cido
ursolico comercial con un Rf= 0.64(en el carril 3 se observa la mancha muy extendida

debido a que se aplico mucha muestra). Esta cromatografia se desarrollé con el objetivo
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de comparar el Rf de la mancha rojiza de las tres muestras y reafirmar la identificacion
ya obtenida, el Rf obtenido de los tres carriles es del mismo valor

6.13 Comparacion de los Clsy de las muestras de extracto metandlico de

tomillo, psh/psa y estandar de &cido ursolico.

Tabla X1V

Tabla comparativa de los Clsg del extracto metanolico crudo, de la mezcla psh/psa y el

acido ursolico comercial.

C150pg/mL
Parasito Extracto Ac. ursélico
crudo Mezcla de psh/psa comercial
G. lamblia | 86.41 +2.15 41.68+4.24 8.122 +2.19
T.vaginalis | 115.47 £1.41 75.93+2.29 5.01+1.48

En la tabla X1V se presentan los Clsodel extracto crudo, la mezcla de psh/psa
yacido ursélico comercial.Se observa que el Clso fue bajando conforme hay mas pureza
en la muestra, en el caso de G. lamblia el valor de la mezcla de psh/psa disminuye el
valor 2.03 veces con respecto al extracto metannélico crudo y el valor del acido ursolico
disminuye 10.63 y 5.13 veces con respecto al extracto crudo y a la mezcla de psh/psa

respectivamente.
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En el caso de T. vaginalisel valor de la mezcla de psh/psa disminuye 1.52 veces
con respecto al extracto metandlico crudo y el valor del acido ursolico disminuye 23.04

y 15 15 veces con respecto al extracto crudo y a la mezcla de psh/psa respectivamente.

No se determind Cls del acido betulinico por que en prueba preliminar obtuvo

actividad bioldgica no significativa.

6.14 Pruebas de citotoxicidad en células VERO ATCC No. CCL-

81.Cercopithecus aethiops (monkey, African green):

Tabla XV

Pruebas de citotoxicidad con células VERO del extracto metandlico crudo de tomillo,

mezcla de psh/psa de tomillo y de estandares comeciales de acido ursolico y acido

betulinico
CCso
Muestra
pg/mL
Extracto metandlico crudo de tomillo 260.46 + 5.34
Mezcla de psh/psa de tomillo 260.74 + 3.16
acido ursolico comercial >a 300
acido betulinico
. >a 300
comercial
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En la tabla XV se observa que el extracto metandlico crudo y las particiones
obtenidas de tomillo tienen un grado de citotoxicidad bajo y los compuestos comerciales
de acido ursdlico y acido betulinico presentaron grados de citotoxicidad por arriba de la

concentracion inicial.
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7. DISCUSION

El término productos naturales es quizds un término mal utilizado, ya que
hablando de moléculas bioldgicas, todas son productos naturales, sin embargo, se ha
reservado para referirse a metabolitos secundarios, los cuales son moléculas producidas
por el organismo, que no son de primer orden en el metabolismo, unos son producidos
como desechos, mecanismos de defensa, 0 como moléculas reguladoras etc. (Cannell,
1998).

Las estrategias para la investigacién en el area de productos naturales han
evolucionado significativamente en las ultimas décadas, por lo que se han dividido en
dos categorias:

1 Estrategias antiguas:

A)EI enfoque es la quimica de los compuestos de fuentes naturales, mas no su actividad
B) Separacidn sencilla e identificacion de compuestos, seguido de su actividad bioldgica
en el organismo (in vivo).

C) Investigacion quimiotaxondmica

D) Seleccion de organismos basados primariamente en informacion etnofarmacoldgica,

reputacion folklérica, o usos tradicionales.

2 Estrategias modernas:
A) Ensayos bio-dirigidos (in vitro) aislamiento e identificacion del compuesto activo
principal de fuentes naturales.
B) Produccién de Hibrerias (0 bibliotecas?) de productos naturales
C) Produccion de compuestos activos en células o cultivos de tejidos, manupulacién
geneética, quimica combinatoria natural.
D) El enfoque mayoritariamente hacia la bioactividad
E) Introduccion de los conceptos de replicacion, huellas quimicas y metabolémica.
F) Seleccion de organismos basado en informacion etnofamocolégica, reputacion

farmacologica, usos tradicionales y tanmbien seleccion al azar (Sarker 2006).
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Se espera que los productos naturales jueguen un rol importante como una de las
fuentes de drogas en afios venideros por:
1) Su incomparable diversidad estructural.
2) Sus dimensiones relativamente pequefas.
3) Sus propiedades muy similares a las drogas como lo son su fécil absorcion y su
habilidad de ser metabolizados.
Tomando en consideracion que las plantas contienen miles de constituyentes, el proceso
de extraccion, separacion y purificacion, puede ser largo y tedioso. El aislamiento en
productos naturales combina varias técnicas las cuales dependen de la solubilidad,
volatilidad y estabilidad de los compuestos a separar. El escoger entre las diferentes

metodologias de separacion es de gran importancia (Sticher 2008).

Cada separacion, fraccionamiento o purificacion en quimica de productos
naturales es diferente y las metodologias no son como una receta de cocina que se siguen

paso a paso (Cannell, 1998).

El enfoque del presente trabajo se puede catalogar como moderno, ya que se
implemento de forma biodirigida, en el cual se buscaron los compuestos biolégicamente
activos, previos a informacion etnobotéanica de las fuentes naturales que en este caso
fueron 5 plantas., continuando con una metodologia de extraccion, de bioensayo, de

fraccionamiento, de aislamiento y de identificacion.

El Chenopodium ambrosioides o epazote, es de uso tradicional para varias
afecciones tales como antihelmintico, vermifugo, emenagogo, abortifaciente, es usado
como tratamiento de problemas digestivos, respiratorios, desordenes vasculares y contra
la diabetes (Dembitsky et al., 2008).

C. ambrosioides es una planta que se encuentra comunmente en los hogares como
remedio a un gran nimero de enfermedades, asi como ingrediente culinario (Gomez-
Castellanos 2008).
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En estudios de la medicina tradicional de Veracruz, se ha encontrado que la
coccion de la planta E. hyemale es usada para tratar padecimientos del aparato digestivo
como gastritis, Ulceras, dolor e inflamacion del estomago; inclusive se bebe cuando hay
flujo hemorroidal o contra el cansancio.

Se ha reportado que esta planta es tdxica; entre los sintomas que se le atribuyen esta la
pérdida de condicion fisica, afectaciones en el ritmo del pulso, el cual se torna débil y

rapido, asi comodecaimiento (Gallardo-Pérezet al., 2006).

Los metabolitos secundarios de la resina de Larrea tridentata(entre los que
destacan fenoles, lignanos y flavonoides), son defensas bioquimicas para repeler la
agresion de animales herbivoros, hongos y otros microorganismos, ya que no se conocen
plagas, enfermedades o animales que ataquen esta planta. Numerosos estudios han
demostrado que los extractos de gobernadora tienen accion antifingica bajo condiciones
in vitro en al menos 17 hongos fitopatdgenos de importancia econémica.

Por otro lado, bioensayos con microorganismos que atacan a humanos han indicado que
mas de 45 bacterias son susceptibles a la resina de L. tridentata o sus constituyentes, asi
como levaduras y hongos.
El efecto antiviral de la gobernadora también se ha documentado, indicando que los
flavonoides de la resina son activos contra virus que afectan el RNA (Lira-Saldivar,
2003; Arteaga et al., 2005)

Para Tamarindus indica se ha reportado en Africa su uso en el tratamiento de
heridas, dolores abdominales seguidas por diarrea, infecciones por helmintos, fiebre,

malaria, problemas respiratorios y disenteria (Havinga et al., 2010).

Numerosos estudios han reportado que Thymus vulgaris tiene propiedades
nutricionales y farmacologicas (Cafigueral y Vanaclocha 2000). Se ha citado en
publicaciones previas que los componentes del aceite esencial como el thymol vy el
carvacrol son responsables de propiedades analgésicas, antioxidantes, antiespasmaodicas,

repelentes de insectos, anti fangicas y antimicrobianas (Oluwatosin et al 2013).
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Se extrajo por maceracion con metanol en frio, ya que se ha demostrado que los
extractos de plantas obtenidos mediante este solvente, muestran actividad
antimicrobiana, ademas, deque algunas actividades se pierden por aplicacion de calor
(caso de soxhlet) y que estas actividaders se preservan en solventes polares y

medianamente polares (Rios y Recio, 2005).

Decidimos evaluar el extracto a 300 ug/mL que es una concentracion aceptable
ya que algunos investigadores consideran inactivos a los extractos con valores mayores
de 1000 pg/mL (Rios y Recio, 2005), y que los que resultan con un Clsg alrededor de
100 pg/mL podrian ser candidatos para realizar fraccionamiento biodirigido, buscando
compuestos hidrofilicos mediante el uso de solventes polares, como grupo hidroxilos y

aminas mayoritariamente polares (Touchstone, 1992., Cannell, 1998).

Para el metronidazol determinamos un Clso= 0,1716 pg/mL+ 0,146 pug/mL contra
E. histolityca y encontramos que es un valor variable con respecto a otros autores que
reportan Clso de 0,1441pg/mL, (Quifiones-Gutierrez 2013), 0.0846 pg/mL(Leos-Rivas
2013) y 0.04pg/mL con un limite de confianza =(0.103-0.029ug/mL) reportado “por
Calzada en el 2006

Calzada y colaboradores reportan un Clsg de metronidazol de 0.21 (0.27-0.14)
contra G. lambliaque coincide con el valor que determinamos de 0.205 pg/mL + 0.149
pg/mL.

Calzada y colaboradores en el 2007 reportan un Clsy del metronidazol de 0.037 1

g/ml,contraT. Vaginalisquevaria un poco con respecto a lo determinado, que fue de0.09
pMg/mL+0.105.

En cuanto a los rendimientos de los extractos de las diferentes plantas
encontramos que Calzada y colaboradores en el 2006 reportan rendimientos de 10.7%

para extractos metandlicos de Chenopodium ambrosioides, y 9.4% para Thymus
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vulgarisvariando un poco con los porcentajes que obtuvimos 8.66%, 12.15%

respectivamente.

Para la cola de caballo,Huacuja-Ruiz y colaboradores reportan un 16.72% de
rendimiento para extracto hidroalcoholico de Equisetum hyemaley nosotros obtuvimos
un 4.69%, en extracto metanolico que representa 3.56 veces menos rendimiento que el
de ellos. Hay que aclarar que ellos usaron una mezcla de solventes (Etanol + agua)
diferente al que usamos en el proyecto (metanol), por lo tanto los extractos son

diferentes.

Moreno-Limén y colaboradores en el 2011 reportan 10.66% de rendimiento para
un extracto metanolico de gobernadora contra un 15% que obtuvimos, la diferencia se
puede deber a que primero utilizaron solventes con polaridad creciente y en el caso de

este trabajo, fue directo.

Para Tamarindus indicaDoughari en el 2006 reportd 17% de rendimiento para un
extracto crudo etandlico, comparativamente mayor con el extracto metandélico ya que
obtuvimos un 13.31%.

Como puede observarse existe una variabilidad en cuanto a los porcentajes de
rendimiento obtenidos con respecto a los reportados por otros autores, esto puede ser
debido a las diferentes técnicas utilizadas por los investigadores, ya que unos agotan la
extraccion (polaridad creciente), otros usan el soxhlet en el cual hay presencia de calor y
otros tal vez dejen més tiempo en presencia del solvente, otras veces puede deberse al
origen del material vegetal como el clima, suelo, altitud, si el material se usa fresco o
seco, también se puede deber al equipo, ya que normalmente el material seco se muele,
si las particulas obtenidas no son suficientemente finas el area de exposicion se

reduce(Daset al., 2010).

En cuanto la actividad bioldgica determinada en este rabajo para todos los
extractos, encontramos datos muy variados, en el caso de Calzada y colaboradores
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reportan para extracto metandlico de Chenopodiumambrosioidesun Clsy de45.2 (45.4—
45.1)ug/mLcontra E. histolytica y 106.5 (106.6-106.4) ug/mL contra G. lambliaen
nuestro caso no encontramos actividad significativa contra los tres parasitos a una

concentracion inicial de 300pg/mL.

Gheno-Heredia y colaboradores en el 2011, reportan para la Equisetum hyemale
usos contra malestares renales y hepaticos en el Estado de Veracruz.No hay reportes
cientificos de actividad antibidtica de esta planta, nosotros encontramos actividad baja o

nula contra los tres paréasitos.

Calzado-Flores y colaboradores en 1995 reportan actividad del 4cido
nordihidroguaiarético obtenido de Larrea tridentata sobre Entamoeba invadens y
Entamoeba histolytica, el extracto metandlico obtenido, mostrd actividad con Clsede 90
.38 £2.19, 98.47 +2.27, 130.57 + 2.18, contra E. histolytica, G. lamblia y Trichomonas

vaginalis respectivamente.

Calzada y colaboradores reportan un Clsppara extracto metanélico de Thymus
vulgaris de 90.9 (91.3-90.7) ug/mL contra E. histolytica y 68.7 (68.3-68.2)ug/mL
contra G. lamblia, y nosotros encontramos baja actividad o no significativa contra E.

histolytica se determino un Clso mas alto:86,41 £ 2,152ug/mL contra G. lamblia.

Se ha reportado que el aceite esencial de Thymus zigis subesp sylvestris
(mayoritariamente compuesto de timol y carvacrol) tiene un Clsp de 185 pg/mL contra
Giardia lamblia, (Machado et al, 2010), mientras en nuestro caso el extracto metandlico
de Thymus vulgaris presento un Clso de 86.41 ug/mL contra el mismo parasito, que es

mas bajo (< de 100 pg/mL) que el determinado con el aceite escencial.

En prueba de actividad biol6gica del extracto metanolico de tomillo
consideramos que el porciento de inhibicién obtenido contra E. histolytica fue
considerablemente bajo con 14.12%, sin embargo, Behnia y col. reportan actividad
bioldgica positiva en un extracto hidroalcoholico de Thymus vulgaris con un Clsy de 4
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mg/mL (4,000 pg/mL) (Behnia et al, 2008). Podemos apreciar que el criterio para
considerar la actividad bioldgica de un extracto de plantas u otros organismos, es muy
variable, por lo tanto nos apegamos al criterio descrito por Calzada y colaboradores
(2006).

Identificamos que la mezcla de psh/psa como una mezcla de &cidos
oleanoico/ursélico/betulinico mediante CG-MS, cotejando los espectros de masas
obtenidos con la biblioteca de espectros del equipo, coincidiendo los cromatogramas y
espectro de masas con lo encontrado por Séenz-Esqueda y col. en Carya illinoensis
(Sdenz-Esqueda et al, 2012)

Se ha reportado el aislamiento de una mezcla de acidos oleanoico/ursolico con
actividad anti-tuberculosis, obtenidos de extracto metandlico de tomillo, fraccionando
mediante cromatografia en columna (Jiménez et al, 2006) en este trabajo se pudo
identificar una mezcla de acidos oleanoico/ursolico/betulinico mediante métodos

directos (particiones).

Rocha y colaboradores en el 2012 aislaron de extractos acuosos de las plantas
Quillaja sp, Passiflora sp, e llexsp originarias de Brasil 6 saponinas (publicadas como
clave de las fracciones obtenidas) y que muestran en sus moléculas triterpenos
parecidos a los &cidos oleandlico y ursolico,y en pruebas de actividad bioldgica
mostraron mas de 90% de inhibicion contra el crecimiento in vitro de Trichomonas
vaginalis, en el extracto metanélico de tomillo encontramos 96.42% y en la mezcla de
acidos oleandlico, ursoélico y betulinico encontramos 99 % de inhibicidn contra el mismo
parasito concidiendo en cuanto a los porcentajes y confirmando que los triterpenos
pentaciclicos muestran actividad contra el crecimiento in vitro de Trichomonas

vaginalis.

Silva y colaboradores en el 2012 probaron un extracto hexanico de Maytenus
gonoclada Mart. que es una planta brasilefia, contra G. lamblia, con un Clgy de 9.28 +

0.03 pg/mL y probaron 5 triterpenos pentaciclicos aislados del extracto hexanico: [1) el
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3-oxofriedelano; 2) 3B-hydroxifriedelano; 3) 3,11- dioxofriedelano; 4) 3,16-
dioxofriedelano y el 5) 3-oxo-12a-hydroxyfriedelano] los cuales no fueron activos en
su forma pura. Nuestra mezclade psh/psa identificados como mezcla de acido oleanoico,
acido ursolico y acido betulinico aislados de Thymus vulgarisque son triterpenos
pentaciclicos,resultaron con un Clsy de 41.68+4.24 pg/mL y el acido ursélico en su
forma pura, obtuvo un Clsp de 8.122 + 2.19ug/mL lo cual nos muestra que su extracto
hexanico que ellos obtuvieron tenia una sinergia de compuestos y en nuestro caso la

forma pura presenté mejor actividad que en la forma de mezcla (Jaki et al., 2008)

Innocente y colaboradores en Agosto del 2014 publicaron que probaron
actividad anti-tricomonas de derivados semisinteticos de acido betulinico y é&cido
ursolico, ellos encontraron que los derivados del acido betulinico tiene mayor actividad
que los derivados del acido ursoélico, con un valor de MIC de 91.12 uM, en nuestro caso
encontramos que el &cido ursélico comercial tiene mayor actividad que el acido
betulinico.Hay que aclarar que ellos usaron como base las estructuras de los acidos ya
mencionados, nosotros utilizamos las moléculas puras comerciales para confirmar la

actividad de estas mismas como tal.
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8. CONCLUSIONES

Larrea tridentata mostré el rendimiento méas alto con 15% seguido por

Tamarindus indica y Thymus vulgaris con 13.31 y 12.15% respectivamente.

Los extractos crudos de Larrea tridentata presentaron actividad inhibitoria contra
E. histolytica, G. lamblia y T. vaginalis con 95.22, 95.52 y 91.26 % respectivamente. T.
indica present0 actividad contra T. vaginalis con 69.55 % y T. vulgaris presento

actividad contra G. lamblia y T. vaginalis con 95.86 y 96.42 % respectivamente.

La Clso del extracto metandlico crudo deL. tridentata fue de90.38, 98.32 y

130.35 pg/mL contra E. histolytica, G. lamblia y T. vaginalis respectivamente.

LaCl50delextracto metandlico crudo de T. vulgaris fue de:86.41 y 115.47 pug/mL

contra G. lamblia y T. vaginalisrespectivamente.

La parte activa del extracto metandlico de tomillo fue fraccionada mediante
particiones y se identificomediante espectrometria de masas como una mezcla de ac.
oleanolico, ac. ursdlico y ac. betulinico con un Clsy de 41.68 y 75.93 pug/mL contra G.

lamblia y T. vaginalis respectivamente.

Los estandares comerciales de &cido ursolico presentdé unaClsede 8.12ug/mL y
5.51 pg/mL,contra G. lamblia y T. vaginalisrespectivamente y el ac. betulinico mostrd

una actividad baja o nula contra los dos protozoarios antes mencionados.
El extracto metanolico crudo de tomillo, la mezcla de acido oleandlico, acido

ursolico y el &cido betulinico; asi como los estandares comerciales de acido ursolico y

acido betulinico no presentaron citotoxicidad sobre las células normales. VERO
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