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a amibiasis es una enfermedad produ-

cida en los humanos por el parasito pro-

tozoario conocido como Entamoeba his-

tolytica. Esta infeccion es una de las en-
fermedades parasitarias mas frecuentes, ya que se
estima que aproximadamente un 12% de la pobla-
cion mundial se encuentra afectada por ella."? El
alto grado de incidencia es resultado de un pobre
estado socioecondmico y sanitario de la poblacion
afectada.

Semejante a otros parasitos de vida libre, el ci-
clo de vida de Entamoeba se desarrolla a través de
una alternancia de crecimiento trofozoitico y de la
formacion periddica de quistes. La forma movil del
parasito o trofozoito, usualmente, habita como
comensal en la luz del intestino grueso de los pa-
cientes sin causar ningin dafio, donde se multipli-
ca y se diferencia a quiste, el cual es la forma resis-
tente de este parasito y responsable de la transmi-
sion de la infeccion. Hasta la fecha no se ha logra-
do, como con otras cepas amibianas, obtener la
produccion de quistes de Entamoeba histolytica en
condiciones axénicas.’

Uno de los medicamentos mads utilizados para
el control de la amibiasis es el metronidazol; sin
embargo, con el uso de este tratamiento se han aso-
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ciado serios problemas neuroldgicos.* Ademas, un
interés adicional surge ante la posibilidad de que
la amiba pueda desarrollar resistencia hacia esta
droga ya que esta propiedad ha sido reportada en
otros pardsitos protozoarios tales como las
Trichomonas vaginalis y la Giardia lamblia.> Ademas,
estudios recientes han demostrado que el
metronidazol y la emetina resultaron inefectivos en
el proceso de la diferenciaciéon amibiana.®

La Castela texana, cuyo nombre comtn es "cha-
parro amargoso”, es una planta que se ha emplea-
do durante muchos afios en la medicina herbola-
ria para el tratamiento de la disenteria o diarrea de
etiologia amibiana. Algunos estudios han reporta-
do que tanto la parte aérea como la raiz de esta
planta poseen propiedades inhibitorias, tanto so-
bre el crecimiento de trofozoitos de Entamoeba his-
tolytica como en los de Trichomonas vaginalis,” y re-
cientemente un estudio comparativo determiné
que el extracto obtenido de esta planta fue capaz
de inhibir el crecimiento de la Entamoeba histoly-
tica de una manera similar a la observada con la
emetina.®

* Subdireccion de Investigacion, Facultad de Ciencias Bioldgicas, UANL,
Monterrey, N.L., México.

** Centro de Investigacion Biomédica del Noreste, IMSS, Monterrey,
N.L., México
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La busqueda de principios activos aislados de
productos que actiien sobre los procesos de enquis-
tamiento y desenquistamiento de estos protozoarios
contribuira tanto en el desarrollo de nuevos far-
macos para el tratamiento de la amibiasis, asi como
en la produccion de nuevas estrategias, con la fina-
lidad de controlar la diseminacion de este parasi-
to.

El objetivo de este estudio fue determinar el po-
sible efecto inhibitorio producido por la Castela
texana (raiz) sobre el proceso de diferenciacién ce-
lular de enquistamiento de Entamoeba invadens in
vitro.

Materiales y métodos

Se utilizaron trofozoitos de la cepa IP-1 de Enta-
moeba invadens, los cuales, durante su crecimiento,
se mantuvieron en tubos de vidrio pyrex de 16 x
125 mm con tapén de rosca, mismos que conte-
nian 10 ml del medio de cultivo TYI-S-33 de
Diamond,’ suplemento con 15% de suero de bovi-
no e incubados a 25°C. Semanalmente, y antes de
alcanzar la fase de crecimiento estacionaria, los
trofozoitos se resembraron a medio fresco.

Obtencion del material de la planta en estudio

La Castela texana se localizd 20 km al norte de la
ciudad de Monterrey, Nuevo Leon, en el campo
experimental de la Facultad de Ciencias Bioldgi-
cas de la UANL. Se identificd con la ayuda de un
botanico calificado y se colecto la raiz de la misma
durante el mes de septiembre de 1997. Un ejem-
plar se deposito en el Herbario de la Facultad para
su correcta identificacion y marcaje, y el resto de la
planta se llevo al Laboratorio de Biologia Experi-
mental del Centro de Investigacion Biomédica del
Noreste (CIBIN) del IMSS para su preparacion y
uso posterior.

El material de la planta se puso a secar al sol
por una semana, una vez seco se triturd y molio
por separado en un molino eléctrico. El material
seco y molido se guardo en frascos oscuros, los cua-
les se rellenaron con algodon para disminuir el oxi-
geno y asi evitar que se oxiden y evaporen los
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metabolitos activos.

Obtencién de los extractos crudos. El material de la
planta, seco y molido, 300 g, se llevo a ebullicion
durante 20 min con 1.5 litros de agua bidestilada.
Se dejo enfriar a temperatura ambiente, se filtré a
través de un lienzo de algodon vy el extracto acuoso
obtenido se llevod posteriormente a sequedad den-
tro de una liofilizadora para finalmente obtener
50 g de extracto acuoso. Para la obtencion del ex-
tracto metanolico 1 kg del material fue extraido
con metanol durante siete dias a reflujo continuo
en un equipo de extraccion tipo soxhlet, concen-
trado en un rotaevaporador a presion reducida v,
posteriormente, liofilizado para eliminar el resto
del solvente y obtener asi 70 g de extracto metano-
lico.

Obtencién de la chaparrina. El extracto metanoli-
co fue fraccionado posteriormente en una mezcla
de diclorometano: agua (3:1, v:v) para obtener tres
fracciones: acuosa, diclorometano y una fraccion
intermedia insoluble en ambos solventes. Esta ul-
tima fraccion se separd por cromatografia en co-
lumna liquida, empleando para ello solventes de
menor a mayor polaridad. Se colectaron 110 frac-
ciones de 25 ml cada una, las cuales después de
llevarlas a sequedad se examinaron por cromato-
grafia en capa delgada, utilizando una muestra es-
tandar de chaparrina pura (tf = 0.6). La chaparrina
se detecto en las fracciones extraidas con la mezcla
de acetona: metanol (9:1) y se aislé como un polvo

de color blanco (0.05 g), C, H,,O., 305C, PM =
380, IR = 1730, 1235 cm™.

Proceso de enquistamiento

El método se baso en el procedimiento reportado
por el Dr. Mario Morales-Vallarta'® para inducir la
formacion de quistes de Entamoeba invadens.
Inhibicién del proceso de enquistamiento. Trofozoitos
(3540 x 10%*/ml) precondicionados durante 72 h
con CO, fueron transferidos a tubos pyrex de 18 x
150 mm, los cuales contenian 10 ml de cada uno
de los extractos, fracciones o chaparrina a las dife-
rentes concentraciones (0.1-10 pg/ml) preparadas
con anterioridad en condiciones estériles, se apli-
c6 nuevamente CO, y se incubaron a 25°C. Pasa-
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das 72 h el numero de amibas (trofozoitos y quis-
tes) se evaluo en un hemacitometro y con estos re-
sultados se calcularon los valores promedio y sus
desviaciones estaindar para cada una de las condi-
ciones ensayadas. Posteriormente, los cultivos se
centrifugaron a 800 rpm durante 15 min a4'Cya
la pastilla resultante se le afiadieron 4 ml de una
solucion detergente (triton X-100, 0.25%) para
destruir las membranas celulares; después de 20
min y de dos series del lavado con solucién salina
(PBS) estéril, los quistes resistentes resultantes se
contaron nuevamente.

Finalmente, los quistes colectados de cada solu-
cién y concentracion preparada con Castela texana
para inducirles su diferenciacion a la forma movil
o trofozoito. Todas las pruebas fueron hechas por
triplicado y de manera simultinea se manejé un
cultivo control para la obtencion de quistes.

Resualtados y discusion

Los efectos de los extractos, fracciones y de la
chaparrina sobre el proceso de enquistamiento, se
muestran en la tabla I. Los resultados se expresa-
ron como el porciento relativo al enquistamiento
observado en el cultivo control. Una solucion se
define como inhibitoria cuando su actividad es
capaz de disminuir el enquistamiento amibiano en
un 50 % o mas en relacion a los valores obtenidos
con el cultivo control a las 72 hrs.

Todos los extractos, fracciones y el compuesto
puro mostraron un alto efecto inhibitorio a las 72
hrs. sobre el proceso de enquistamiento a la maxi-
ma concentracion probada (10 pg/ml). Sin embar-
go, es interesante hacer notar que la actividad inhi-
bitoria se mantuvo hasta la concentracion de 1 pg/
ml, con excepcion de la chaparrina. Ademas, los
pocos quistes recuperados de las diferentes fraccio-
nes, extractos y del compuesto aislados de la Castela
texana no fueron capaces de desenquistarse y pro-
ducir trofozoitos nuevamente después de que se
transfirieron al medio de crecimiento TYI[-S-33. De
manera contrastante los quistes aislados de los cul-
tivos control produjeron abundantes trofozoitos
después de cinco a siete dias.

Estos resultados nos indican que ciertos extrac-
tos, fracciones y la chaparrina aislados de la Castela
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texana poseen la actividad de inhibir el enquista-
miento de Entamoeba invadens in vitro, y que este
tipo de pruebas in vitro pueden ser de gran utilidad
para la busqueda de nuevos agentes antiamibianos
a partir de productos de origen natural.

Conclusiones

Entamoeba invadens posee la capacidad de enquis-
tarse in vitro. La viabilidad de los quistes produci-
dos en nuestros cultivos testigo se confirmo ya que
éstos mostraron una pared refringente bajo la téc-
nica microscopica de contraste de fases, fueron ca-
paces de repeler el colorante vital azul de tripano y
resistieron la accion del detergente triton x-100.
Al someter a los trofozoitos de esta especie
amibiana durante su proceso de diferenciacion a
la accién de cada uno de estos extractos, fracciones
y de la chaparrina se observé que fueron capaces
de inhibir el enquistamiento de los cultivos hasta
una concentracién de 1.0 pg/ml, con excepcion
de la chaparrina. Estos resultados son un aliciente
para continuar con el estudio de Castela texana y
llegar al reconocimiento de una nueva droga que
sea util en el tratamiento de la amibiasis, asi como
en la produccion de nuevas estrategias para el buen
control de la diseminacién de este parasito. Ade-
mas, los resultados obtenidos con la cepa IP-1 de
Entamoeba invadens también podrian, probablemen-
te, aplicarse a la especie de Entamoeba histolytica, ya
que, como se sabe, esta ultima es una especie mas
sensible por lo que podria pensarse que con Enta-
moeba histolytica se podrian obtener resultados muy
similares a los encontrados en este estudio.

Resumen

El parisito conocido como Entamoeba histolytica es
el agente causal de la amibiasis, la cual es la tercera
enfermedad de origen parasitario a nivel mundial.
Este parasito posee dos etapas principales en su ciclo
de vida: el trofozoito y el quiste. La amibiasis es
tratada regularmente con metronidazol, pero serios
efectos secundarios, tales como complicaciones de
tipo neuroldgico, se han asociado con su uso. La
Castela texana es una planta medicinal que se ha
venido empleando desde hace muchos afos en
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México como tratamiento para la amibiasis. El
objetivo del presente trabajo de investigacién fue
determinar el posible efecto inhibitorio de la Castela
texana sobre el proceso de enquistamiento de Enta-
moeba invadens para tratar de evitar la principal for-
ma de transmisién de la infeccion producida por
este parasito.

Palabras claves:Entamoeba invadens, Castela texana,
Enquistamiento.

Abstract

The protozoan Entamoeba histolytica is the causal
agent of amebiasis, the third most common
parasitic disease worldwide. This parasite has two
stages in its life cycle: throphozoite and cyst.
Amebiasis is mainly treated with metronidazole.
However, serious side effects such as neurological
complications have been associated with this
treatment. Castela texana has been used in Mexico
as a treatment for human dysentery for many years.
The aim of this study was to determine the possible
inhibitory effect of C. texana in E. invadens
encystation to avoid transmission of the infection.

Keywords: Entamoeba invadens, Castela texana,
Encystation.
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Tabla I. Inhibicion del proceso de enquistamiento de Entamoeba invadens producida por la Castela texana..

Solucion Cél totales Quistes Eng uistamiento Inhibicion del

[ngAnl] (10% (10% (%) enguist. (%9)

Exiracito acuoso

0.1 4908 197004 402 280
1.0 4.7+08 086024 183 67.7
10.0 5805 0.10:01.01 1.7 9.0

Exiracio metanolico

0.1 509 180021 6.0 364
1.0 49407 080040 163 712
10.0 5.4H05 0.120.07 22 o6.1
Fraccion acuosa
0.1 52408 180004 M5 -1
1.0 4.7H0.8 120004 85 549
10.0 6.1H0.5 0.700 .07 115 ™7

Fase intermedia

0.1 4.6H1.3 1602020 M6 - 1
1.0 44+1.0 092+0.14 09 630
10.0 424H19 01002 24 0587

Fase diclrometano

0.1 S5.6H).4 1.74031 03 465
1.0 3842 104020 263 535

10.0 65H15 007002 1.1 8.0

Chaparrina
0.1 55H5 23437 418 260.1
1.0 53446 194023 358 36.7

10.0 504.7 0.81+0.01 162 714

Control 6.0H.7 340040 566
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