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RESUMEN

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), aproximadamente
el 80% de la poblacion mundial depende de la medicina tradicional para su atencién
primaria, asi mismo el desarrollo de resistencia por parte de los microorganismos
patdgenos ha provocado que muchos investigadores impulsen la busqueda de actividad
bioldgica en plantas medicinales. En este trabajo se evalud la actividad bactericida,
fungicida, amebicida, toxica y citotoxica, tambiéen se identifico parcialmente la presencia
de compuestos quimicos de los extractos metanolicos, previamente desgrasados con
hexano y cloroformo, de plantas de la familia Boraginaceae: Cordia morelosana,
Borago officinalis y Heliotropium amplexicaule. Los extractos no mostraron actividad
bactericida ni fungicida contra los microorganismos evaluados por la técnica de difusion
en placa, estos extractos mostraron actividad amebicida contra E. histolytica HM1-1IMSS
bajo condiciones axénicas in vitro, siendo el mas activo el extracto de raiz de H.
amplexicaule con una ICsy de 2 pg/ml, ademas este extracto presentd una menor
citotoxicidad sobre células normales Vero de mamifero con una ICs, mayor a 250 ug/ml
mediante el ensayo de Cell-Titer Blue; no mostraron actividad bactericida ni fungicida
contra los microorganismos evaluados por la técnica de difusion en placa, todos los
extractos de las plantas evaluadas no mostraron toxicidad mediante el ensayo de
letalidad sobre Artemia salina. Entre los metabolitos secundarios identificados podemos
destacar la presencia de alcaloides ya que estos fueron encontrados en todos los

extractos y estos pudieran ser los responsables de la actividad amebicida.
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ABSTRACT

According to the World Health Organization (WHO), approximately 80% of the
world's population depends on traditional medicine for primary care, likewise the
development of resistance by pathogenic microorganisms encouraged many researchers
to look for biological activity in medicinal plants. In this study we have evaluated the
bactericidal, fungicidal, amebicide, toxic and cytotoxic activity. We also identified
partially the presence of chemical compounds from methanol extracts, previously
defatted with hexane and chloroform, from Boraginaceae plants'family: Cordia
morelosana, Borago officinalis and Heliotropium amplexicaule. These extracts did not
show antibacterial nor antifungal activity against microorganisms tested by the diffusion
disk technique, these extracts showed amebicide activity against E. histolytica HM1-
IMSS under axenic conditions in vitro, being the root extract of H. amplexicaule the
most active with a Clso of 2 ug/ml, this extract also showed less cytotoxicity on normal
Vero mammalian cells with a Clsp major to 250 pg/ml by testing Cell-Titer Blue; they
did not show bactericidal or fungicidal activity against microorganisms tested by the
disk diffusion technique, all tested plant extracts did not show toxicity by lethality test
on Artemia salina. Among the secondary metabolites identified we can highlight the
presence of alkaloids since they were found in all extracts and could be responsible for

the amebicide activity.
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1 INTRODUCCION

No es posible definir una fecha ni un lugar en donde se da el inicio del uso de las
plantas para tratar enfermedades, esto seguramente inici6 cuando el hombre dejo de ser
nomada y se volvio sedentario, este simple cambio le dio la oportunidad de observar,
experimentar y de cierta forma documentar por tradicion oral todo lo que pasaba a su
alrededor, iniciando asi la aplicacién del método cientifico. Existen documentos que
prueban que las plantas se utilizan para tratar diversas enfermedades desde hace miles de
afios. Muchas de las drogas convencionales provienen de fuentes vegetales: hace cien
afios, la mayor parte de las pocas drogas efectivas derivaban de las plantas (Vickers y

Zollman, 1999)

El término antibidtico fue utilizado por primera vez en 1942 por Selman
Waksman, con este término describia todas las formulaciones que fueran antagonistas al
crecimiento de organismos Yy derivadas de otros organismos vivos, en la actualidad este
término se utiliza indistintamente para referirse también a los antimicrobianos sintéticos
0 quimioterapéuticos. La revolucion de los antibidticos se inicia en los afios 40°s gracias

a la produccion a gran escala de la penicilina, este antibiotico se empezé a administrar a
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cerdos en dosis subterapéuticas como promotor del crecimiento. Cuando se creia que se
habia ganado la batalla contra los microorganismos, se empez0 a observar el fenémeno
de resistencia, que se debe en gran medida, a la introduccion de gran cantidad de
antibiodticos, aunado a esquemas incompletos y posiblemente a los antibidticos
introducidos en dietas animales, la resistencia de las cepas bacterianas ha dado por
resultado un aumento en los indices de morbilidad y mortalidad, asi mismo, un
incremento en la duracion de los tratamientos y las dosis efectivas aumentando los
costos en el Sector Salud; otro problema de gran importancia para este sector son las
enfermedades parasitarias, principalmente la amibiasis, la cual es la responsable de 40
000 a 100 000 muertes anualmente a nivel mundial, en México se presentaron 550
muertes entre los afios 2004 y 2008 asi como un promedio de 978 mil nuevos casos
reportados entre el 2000 y el 2006, aunado a esto el parasito Entamoeba histolytica
(responsable de la enfermedad) ha desarrollado resistencia a la droga utilizada
comUnmente para tratar dicho padecimiento. Por tal motivo, en la actualidad se estan
buscando substancias de origen natural que posean la capacidad de atacar a las cepas
resistentes y que al mismo tiempo, sean inocuas con el huésped; para poder llevar a cabo
esto, se utiliza la investigacion fitoquimica, cuyo objetivo principal es: aislar principios
activos, identificarlos, determinar su estructura y encontrar sus posibles aplicaciones. En
Latinoamerica, las poblaciones siguen utilizando la medicina tradicional como resultado

de circunstancias histdricas y creencias culturales (VValdez-Aguilar, 2001)

Meéxico es considerado un pais con un sistema “tolerante” de la medicina
tradicional y otras formas de atencién médica no institucionales. Al encontrarse la

medicina tradicional mexicana fuera de este reconocimiento oficial, es dificil determinar
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el nimero de mexicanos que recurren a ella para el tratamiento de sus problemas de
salud. Se calcula que entre 15 y 20 millones de mexicanos son pacientes de la medicina
tradicional. Segun investigaciones realizadas, una cantidad bastante elevada de
derechohabientes del Instituto Mexicano del Seguro Social, mantiene relacion con la
medicina tradicional. (Quintero, 1998). En la actualidad ya han sido identificadas méas de

5,000 especies mexicanas que tienen aplicaciones curativas (Valdez-Aguilar, 2001).

La presente investigacion pretende evaluar la actividad antibacteriana,
antifingica y amebicida de tres especies de la familia Boraginaceae frente a
microorganismos de importancia médica, como una alternativa natural al tratamiento

tradicional.
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2 HIPOTESIS

Los extractos metanolicos de Heliotropium amplexicaule, Cordia

morelosana y Borago officinalis de la familia Boraginaceae poseen actividad bioldgica

contra hongos, bacterias y amibas y no son tdxicos para los humanos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Determinar la actividad antibacteriana, antimictica, antiamibiana, toxica y
citotoxica de los extractos metanolicos de Heliotropium amplexicaule, Cordia

morelosana y Borago officinalis.

3.2 Objetivos Especificos

1. Colectar e identificar las plantas H. amplexicaule, C. morelosana y B. officinalis.

2. Obtener los extractos metanolicos de: hojas, raiz, inflorescencias y tallos de las
plantas en estudio.

3. Evaluar la actividad antibacteriana y antifungica de los extractos metanoélicos de
las plantas en estudio.

4. Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los extractos que
muestren actividad biologica relevante.

5. ldentificar las fracciones con actividad antibacteriana y antifungica relevante
mediante la técnica de bioautografia.

6. Evaluar la toxicidad de los extractos mediante el ensayo de letalidad sobre

Artemia salina.
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7. Determinar la Concentracion Inhibitoria Media (Clsg) de los extractos
metanolicos de H. amplexicaule, C. morelosana y B. officinalis sobre E.
histolytica HM1-1MSS, bajo condiciones axénicas in vitro.

8. Evaluar la citotoxicidad de los extractos activos sobre la linea celular normal
Vero.

9. Identificar parcialmente los componentes de los extractos con actividad

relevante.
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4 ANTECEDENTES

Existen documentos que prueban que las plantas se utilizan para tratar diversas
enfermedades desde hace miles de afios, como son las tablillas de arcilla de los Sumerios
que datan de 4,000 afios a.C. en las que se documenta que este pueblo elaboraba
medicinas con casia, mirto, tomillo y otros. En Egipto se han encontrado una gran
cantidad de papiros, principalmente en las tumbas de los faraones, destacando el de
Smith y el de Ebers, este segundo es un copilado de 2 milenios anteriores, sobre el uso
de las plantas para tratar enfermedades y se divide en tres partes: el uso de la planta,
indicaciones al médico sobre la preparacion e indicaciones al paciente sobre su uso.

(Panoto-s, 2007)

El empleo de agentes farmacoldgicos en el tratamiento de infecciones comienza hace
mas de 2500 afios cuando los chinos utilizaron la cascara enmohecida de soya en el
tratamiento de los forunculos. El término antibiotico fue utilizado por primera vez en
1942 por Selman Waksman, con este término describia todas las formulaciones que

fueran antagonistas al crecimiento de organismos y derivadas de otros organismos Vvivos,

27



L CA Catalina] eos Rivas T esis Doctoral

en la actualidad este término se utiliza indistintamente para referirse también a los
antimicrobianos sintéticos o quimioterapéuticos. En Francia en el afio de 1897 la
penicilina fue descubierta por Ernest Duchesne pero su trabajo pasé inadvertido por la
sociedad cientifica, en 1909 en Alemania, el cientifico Paul Elrich desarroll6 el
Salvastran, un antibiotico de corto espectro derivado del arsénico que fue utilizado para
tratar la sifilis, un problema de salud publica en esa época. Alexander Fleming observo
la inhibicién producida por el hongo Penicillium y la llamo penicilina, a él se le atribuye
el descubrimiento de ésta debido a que pudo interpretar acertadamente lo que estaba
observando. La llamada edad de Oro de los antibidticos comienza en 1941 con la
produccién de la penicilina a gran escala y su utilizacion con buenos resultados en
ensayos clinicos, este antibidtico se empez6 a administrar a cerdos en dosis
subterapéuticas como promotor del crecimiento. Los antibidticos son sustancias
quimicas producidas por diferentes especies de microorganismos o sintetizados por
métodos quimicos, cuya funcion es suprimir el crecimiento de otros microorganismos y

eventualmente destruirlos. (Patifio, 2003)

En los ultimos afios las infecciones causadas por microorganismos se han
incrementado  debido  diferentes causas como: al aumento de pacientes
inmunodeprimidos, uso frecuente de procedimientos invasores como la dialisis, a
tratamientos prolongados con antibioticos de amplio espectro y uso de glucocorticoides.

(Mesa Arango, 2004)
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Aproximadamente del 25 al 50% de los farmacos actuales son derivados de plantas,
a pesar de los avances en quimica médica, que han permitido la sintesis de compuestos
quimicos, algunos medicamentos importantes de la medicina cientifica son todavia
derivados directamente de las plantas por ser mas econdémicos o por su complejidad. Las
plantas son ricas en una gran variedad de metabolitos secundarios como taninos,
terpenoides, alcaloides y flavonoides, los cuales, se ha observado que poseen
propiedades antimicrobiales in vitro. (Cowan, 1999; Ricker et al., 1998, Pamplona,

2000)

Actualmente de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
aproximadamente el 80% de la poblacion mundial depende de la medicina tradicional
para su atencion primaria (Chellaiah Muthu, 2006). La validacion o descubrimiento de
compuestos presentes en plantas usadas empiricamente en la medicina tradicional

apoyan la utilizacion popular de éstas.

La introduccién de gran cantidad de antibi6ticos en el mercado ha alterado la
ecologia clasica de los gérmenes, dando sin saberlo una gran ventaja a las bacterias. La
resistencia a los antibioticos por parte de los microorganismos se da a través de los
mecanismos que estos han desarrollado lo que les confieren la capacidad de inactivar la
accion de los antibioticos. Otras causas y factores que se asocian con la aparicion de
cepas bacterianas resistentes son el uso irracional y abuso de estos medicamentos, su
empleo en tratamientos en el campo veterinario que pueden llegar a generar resistencias
en germenes que afectan a los humanos, asi como, el hecho de que la propia flora

bacteriana normal del hombre pueda ser en muchas ocasiones resistente a la accion de
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los antibidticos. La resistencia a los antibioticos es un problema sanitario muy

importante que supone un incremento de la morbilidad y mortalidad. (Patifio, 2003)

El conocimiento de la medicina tradicional acerca de las plantas medicinales y su
uso por culturas indigenas no es solo para utilizarlo en la conservacion de las tradiciones
culturales y la biodiversidad, sino también para el cuidado de la salud de la comunidad y

el desarrollo de medicamentos en el presente y el futuro. (Chellaiah Muthu, 2006)

4.1 Actividad antimicrobiana de plantas en estudio

Las plantas son utilizadas universalmente para tratar enfermedades, y
continuamente nuevas drogas son descubiertas a través de la investigacion de estas.

Existen mas de 20,000 especies utilizadas en medicina tradicional.

Las plantas presentan una habilidad casi ilimitada para sintetizar sustancias
aromaticas, principalmente fenoles o sus derivados sustituidos con oxigeno. Muchos de
estos compuestos son metabolitos secundarios, aproximadamente 12,000 han sido
aislados, (menos del 10% del total). En muchos casos, estas sustancias sirven como
mecanismos de defensa a la planta frente a la depredacion por microorganismos,
insectos o0 herbivoros. Algunos como los terpenoides, dan a la planta su olor; las
quinonas Yy taninos son responsables de la pigmentacion de la planta, otros compuestos

son responsables del sabor (ej. terpenoide capsaicina del chile). Por otro lado algunas de
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las mismas hierbas y especies usadas para sazonar los alimentos producen compuestos

medicinales utiles. (Cowan M. M., 1999)

Ricker et al, 1998, mencionan que los compuestos vegetales secundarios
(compuestos quimicos que no son propagados en el reino vegetal) son probablemente los
responsables del equilibrio ecoldgico entre los herbivoros que desean comer plantas y
éstas que necesitan defenderse de ellos. La produccién quimica puede ser la respuesta
evolutiva a la presion de seleccién para desarrollar una formacion de compuestos, con

propiedades repelentes o toxicas a fin de defenderse.

La literatura cientifica incluye investigacion del efecto de extractos vegetales
sobre diferentes microorganismos o funciones fisiologicas del hombre. En un estudio
efectuado por Juarez-Palafox S. en el 2000, analizé los extractos de 42 plantas de uso
comdn frente a cepas de Aspergillus; utilizando etanol (96%) como solvente de
extraccion y la técnica de pozo en agar. Reportando que 11 extractos mostraron halos de
inhibicidn de crecimiento en las especies de Aspergillus; resaltando al anis (Pimpinella
vulgaris L.) que formo halos de inhibicion que permanecieron por 7 dias en casi todas
las cepas de Aspergillus excepto A. Niger 1051 en donde inhibi6 el crecimiento de
esporas Unicamente y A. fumigatus NADC 0073 en donde el crecimiento no se vié

afectado por el extracto.

Continuando sobre la misma linea de investigacion, Rosas-Taraco en el 2001,
probo extractos etanolicos, metandlicos y acuosos obtenidos de la hoja de Agave

americana, sobre tres cepas aflatoxigénicas de Aspergillus, observando que ningln
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extracto inhibio el crecimiento del hongo, pero todos afectaron el proceso de
conidiogénesis; cabe recalcar que el extracto acuoso presentd mayor actividad sobre el

proceso de conidiogénesis.

Garcia-Galvan (2003) aislé los principios activos (metabolitos secundarios)
presentes en Carya illinoensis, Machaeranthera scabrella, Ruta chalepensis y Thymus
vulgaris, contribuyendo asi a la quimiotaxonomia de sus familias y ademas determinar
su actividad contra hongos de importancia médica, tales como: C. albicans, C.
parapsilosis, C. neoformans, M. gypseum, M. canis, T. tonsurans, T. rubrum, T.

mentagrophytes y Sporothrix schenckii.

En un estudio previo realizado por Carranza-Torres en el 2006, detectd la
actividad antimicrobiana del extracto etanolico de Jatropha dioica frente a bacterias del
area gingival y subgingival, causantes de periodontitis del adulto. Los resultados
obtenidos a partir de este estudio, abren un panorama favorable, para proponer a J.
dioica como fuente para obtener farmacos de origen natural para el tratamiento de

enfermedades periodontales.

En el 2006 Céspedes et al. aislaron 5 lignanos a partir del extracto metanélico de
Araucaria araucana y sus estructuras fueron dilucidadas por métodos espectroscopicos.
En los ensayos de sensibilidad antimicrobiana, se pudo observar que las bacterias Gram
positivas utilizadas fueron mas susceptibles al pinoresinol, mientras que el
secoisolariciresinol mostré unas actividad antifungica significativa frente a los hongos

Trametes versicolor y Ceratocystis pilifera al inhibir su crecimiento micelial a
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concentraciones de 300-400 ug/disco. Por otro lado el extracto metandlico de Araucaria
araucana obtuvo su actividad méxima en concentracion de 400 pg/disco al inhibir

completamente el crecimiento de T. versicolor, Fusarium spp. y T. mentagrophytes.

Asres et al en el 2006, demostraron que el extracto acetonico de la corteza de
Combretum molle (Combretaceae) presentaba actividad frente a bacterias Gram
negativas, registrando una minima concentracion inhibitoria (CMI) para E. coli y
Shigella spp de 50 mg/ml; mientras que cepas de C. albicans mostraron alta sensibilidad

al extracto e inhibicion completa de su crecimiento a una concentracion de 400 ug/ml.

Hernandez et al, 2003 realizaron un estudio de la etnoboténica y la actividad
antibacterial de algunas plantas utilizadas en de la medicina tradicional del estado
Puebla que son utilizadas para tratar enfermedades gastrointestinales entre ellas Cordia
curassavica, donde se observd que todos los extractos hexanicos presentaron actividad

sobre bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.

En 2005 se realiz6 una evaluacion del potencial anti diarreico del extracto de raiz
de Trichodesma indicum en ratas, reportando que el extracto etandlico posee una
actividad antidiarreica significativa y gracias a esto se justifica el uso como remedio

herbal no especifico para el tratamiento de la diarrea. (Perianayagam et al, 2005)

Okusa et al, 2007, estudi6 la actividad antimicrobiana de diversos extractos de

Cordia gilleti, obteniendo que el extracto metanolico mostro actividad antagonista en la
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cepas de los microorganismos estudiados, los resultados obtenidos sugieren que la planta

es util en el tratamiento de enfermedades infecciosas.

Hernandez et al, 2007, evalué la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales de las partes aéreas de Cordia curassavicum, observandose actividad contra
las bacterias gram positivas y gram negativas, asi como hongos, en base a estos
resultados se confirma su uso en la medicina tradicional para el tratamiento de
enfermedades respiratorias, gastrointestinales y dermatologicas.

Kloucek, et al, 2007 estudiaron la actividad antimicrobiana de algunas cortezas
medicinales utilizadas en las Amazonas Peruanas entre ellas la corteza de Cordia
allidora y obtuvieron que todas las plantas estudiadas poseen un significativo efecto

antimicrobiano.

Gilani et al, 2007, realizaron un trabajo sobre las bases farmacoldgicas para el
uso de Borago officinalis en enfermedades gastrointestinales, respiratorias y
cardiovasculares y los resultados sugieren que los efectos espasmaédicos del extracto
crudo de hojas de Borago officinalis son mediados posiblemente por el mecanismo
antagonista de Ca'*, el cual podria explicar su uso tradicional en enfermedades

gastrointestinales, respiratorias y cardiovasculares.

Osuna et al en 2002 evaluaron 5 plantas utilizadas tradicionalmente para tratar
diversos padecimientos, entre ellas Tournefortia densiflora planta de la familia
Boraginaceae, en este estudio se evalud la actividad antibacterial y antiespasmodica

observandose resultados favorables.
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4.2 Entamoeba histolytica

La amibiasis es definida por WHO (World Health Organization) y PAHO (Pan
American Health Organization) como “la condicion de portar al parésito Entamoeba
histolytica con o sin manifestaciones clinicas” (OMS, 1997) y es la segunda causa de
muerte por enfermedades parasitarias en el mundo (Stanley, 2003). En paises en via de
desarrollo es un importante problema de salud y es responsable de aproximadamente de
40 000 a 100 000 muertes a nivel mundial (Bharti et al 2002; Long et al, 2007). E.
histolytica, es un protozoario parasito que tiene una distribucion cosmopolita en donde
imperan condiciones de sanidad deficientes e inadecuadas; la mayoria de las infecciones
son asintomaticas y puede aparecer meses 0 afios después de haber sido expuesto. (Pritt

y Clark, 2008)

En México, en el afio 2003, un estudio gubernamental reportdé 4 556 casos
causados por infecciones intestinales (Paniagua et al, 2007). Para el tratamiento de la
amibiasis la droga de eleccion es el metronidazol y sus derivados imidazoles, sin
embargo; E. histolytica ha desarrollado un mecanismo de resistencia a esta droga
sistémica (Wassmann et al, 1999), asimismo; se han reportado cepas de E. histolytica
que presentan multidrogorresistencia (Orozco et al, 2002); por otra parte,
Samarawickream et al., 1997, reporta que esta droga es mutagénica, carcinogénica y

neurotoxica en bacterias, hamster y gatos respectivamente.

La basqueda de nuevos tratamientos antiamébicos es importante para el control

de la enfermedad (Cruz-Vega et al 2000). Actualmente, se tienen evidencias del uso de
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plantas medicinales que tienen propiedades amebicidas y no representan riesgos toxicos
para el usuario. De la misma manera, se han aislado compuestos bioactivos de estas

plantas con la misma seguridad y eficacia.

Osuna et al., (2003) evaluaron la actividad antiprotozoaria de diversos extractos
de plantas, entre ellas Tournefortia densiflora, observando que T. densiflora presentaba

el mayor potencial actividad contra los organismos estudiados.

4.3 Artemia Salina

El ensayo de letalidad sobre A. salina fue propuesto por Michael et al en 1956 y
posteriormente desarrollado por Vanhaecke et al en 1981 y también por Sleet y Brendel
en 1983. Este estudio se basa en la habilidad de matar artemias cultivadas en el
laboratorio  (Carballo et al, 2002). El ensayo de letalidad sobre A. salina es
considerado una herramienta muy Util para la evaluacion preliminar de la toxicidad
(Solis et al, 1993), y este ha sido utilizado en la deteccion de toxinas fungicas (Harwing
y Scott, 1971), toxicidad de extractos de plantas (McLauglin et al, 1991), metales
pesados (Martinez et al, 1998), toxinas de cianobacterias (Jaki et al, 1999), pesticidas
(Barahona y Sanchez-Fortin,1999), y en el ensayo de citotoxicidad de materiales

dentales. (Pelka et al, 2000)
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Harwing y Scott en 1971 describié el uso de las larvas de artemia como un
sistema de deteccion de toxinas fungicas asi como investigar la su sensibilidad con
algunas micotoxinas conocidas, este ensayo tiene la ventaja que los huevecillos de
artemia se pueden adquirir comercialmente. Las larvas de artemia fueron encontradas
como una prueba conveniente para la toxicidad de metabolitos fangicos, los resultados
obtenidos en este ensayo podria ser un sistema de deteccion adecuado para la prueba de

toxinas fungicas.

Carballo et al (2002) realizaron una comparacion entre dos ensayos con artemia
para detectar la citotoxicidad in vitro de productos naturales marinos y ellos obtuvieron
que en sus resultados se demostraba la correlacion establecida previamente entre el
ensayo de letalidad y la citotoxicidad y recomiendan que se realicen ambos ensayos
simultaneamente para probar la actividad farmacoldgica de los productos naturales

marinos.

Latha et al (2006) evaluaron la actividad antimicrobial y toxica de los extractos
crudos de Psophocarpus tetragonolobus pods, los extractos etanolicos fueron probados
sobre artemias y se realiz6 un ensayo de citotoxicidad in vitro sobre eritrocitos de oveja,
y observaron que en el ensayo de letalidad sobre artemia no se mostraba toxicidad
significativa, mientras que en la prueba sobre eritrocitos de oveja se mostraba
citotoxicidad significativa. Los resultados sugieren que los extractos de P.
tetragonolobus no presentan toxicidad significativa sobre humanos. Estos resultados
sugieren que los extractos etandlicos son una potencial fuente de nuevos agentes

antimicrobianos.
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Bastos et al (2009) realizaron un estudio de la actividad antimicrobiana y la
toxicidad sobre artemia de extractos y algunos constituyentes de Zeyheria tuberculosa,
los resultados obtenidos muestran que los extractos y las flavonas aisladas de Z.
tuberculosa podrian ser usadas particularmente sobre dos microorganismos patégenos,
S. aureus y C.albicans. Estos resultados podrian justificar el uso popular para esta
especie ya que algunas fracciones probadas tuvieron actividad antimicrobial y otros

mostraron un efecto téxico significativo sobre artemia.

Se realiz6 una deteccion primaria de la bioactividad de cianobacterias de agua
salada utilizando extractos crudos sobre larvas de A. salina. El ensayo de letalidad sobre
A. salina es utilizado como ensayo preliminar y es complementado con un ensayo mas
especifico sobre embriones de erizo de mar. Los extractos acuosos de todas las cepas de
cianobacterias mostraron una potente toxicidad sobre A. salina, los resultados sugieren
que las cianobacterias de agua salada son productoras de compuestos bioactivos con

efectos toxicos. (Lopes et al, 2010)

En un estudio realizado en el 2010 se analizaron ocho cepas de cianobacterias,
los extractos en diclorometano, metanol y agua se probaron sobre A. salina; las cepas
fueron toxicas sobre artemia siendo los extractos acuosos mas toxicos que los extractos
organicos. La gran mortalidad de artemia indica que otras toxinas desconocidas estan

involucradas. (Barbara Frazdo et al, 2010)
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4.4 Citotoxicidad

Shokrzadeh et al, 2010, realizaron un estudio para evaluar la citotoxicidad de
extractos hidro-alcohdlicos de Cucurbita pepo y Solanum nigrum en las lineas celulares
de cancer HepG2 y CT26 y segun los resultados obtenidos se concluyé que el extracto
de S. nigrum presentaba una citotoxicidad similar al extracto de T. baccata sobre células

cancerosas.

Bhagat y Saxena (2010) evaluaron la citotoxicidad in vitro de Cassia occidentalis
sobre lineas celulares de cancer humano y su actividad antibacterial, ellos observaron
que el extracto acuoso de C. occidentalis tenia mayor potencial que los extractos hidro-
alcohdlicos y alcoholicos sobre las lineas de cancer humano HCT-15, SW-620, PC-3,
MCF-7, SiHa y OVCAR-5 y concluyeron que esta planta puede ser investigada para el

descubrimiento de nuevas moléculas de drogas.

George et al (2010) realizaron un trabajo sobre la evaluacién de extractos de
plantas medicinales de Bangladeshi en células de cancer pancreatico y obtuvieron que
los extractos crudos de Petunia punctata, Alternanthera sessilis, y Amoora chittagonga

mostraron citotoxicidad en tres lineas de celulares cancerigenas.

José Luis y Pablo (2009) evaluaron la citotoxicidad de 19 extractos vegetales

sobre las lineas tumorales: HT29 (colon), A549 (pulmo6n) y MDA-MB-231 (seno),

utilizaron el ensayo con MTT y observaron que los extractos de nueve de las especies
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evaluadas causan una reduccion en el crecimiento del 30% en cuando menos una linea

celular.

Uddin et al (2009) investigaron la citotoxicidad de 16 extractos de plantas
medicinales de Bangladesh utilizando el ensayo del MTT, los extractos metandlicos y
acuosos presentaron actividad citotoxica sobre fibroblastos sanos de raton (NIH3T3) y

tres lineas de cancer humano (gastrico: AGS; colon: HT-29 y seno: MDA-MB-4356S).

4.5 Familia Boraginaceae

4.5.1 Generalidades

Las plantas de la familia Borraginaceas estan ausentes en las zonas
septentrionales frias de la tierra y poco frecuentes en los tropicos, las Borraginaceas son
especialmente abundantes en la region mediterrdnea. Son plantas herbaceas,
generalmente erizadas de pelos asperos, las que son comunes en nuestra region:
pulmonarias, consueldas, nomeolvides, viboreras, orcanetas, licopsis, cinoglosos,
heliotropos, etc. Algunas son ornamentales, como numerosos cultivares de heliotropo
del Pera (Heliotropium arborescens), con flores de delicado perfume, o varias especies y
variedades de Myosotis (M. alpestris F.W. Schmidt, M. scorpioides L., etc.), de

Mertensia, o también buglosa o lengua de buey de Siberia (Brunnera macrophylla).
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Algunas plantas de la familia Boraginaceae han sido utilizadas en medicina
tradicional para tratar padecimientos como asma, conjuntivitis, erupciones cutaneas,
fiebres, heridas, resfriados, sarampion, ulceras (Chung, 2005; Al-Awadi, 2001; Okusa,

2007; Passos, 2007; Chen, 2002).

4.5.2 Compuestos quimicos encontrados con actividad biologica:

Esta familia comprende alrededor de 130 géneros y 2600 especies distribuidas en
zonas tropicales. Los compuestos que frecuentemente se reportan son: terpenos,
alcaloides pirrolizados, flavonoides y naftaquinonas. (da Silva et al, 2009; Craig D et al,

1986; Ragaa et al, 1986)

En la familia Boraginaceae la alcanina, una naftoquinona, ha sido encontrada en
150 especies. También se han encontrado alcaloides pirrolizados en 8 géneros.

(Dominguez X. A., 1973; Brigham et al, 1999)

Omar et al en 1983 estudiaron la composicion quimica y la toxicidad de
Trichodesma africanum L, debido a que esta planta crece en las zonas en donde el
ganado pasta en el Medio Este, Africa y Asia y se habian reportado varios casos de
intoxicacion con ella. En medicina tradicional esta planta es utilizada en infusion para
purgar; ellos encontraron que existia una notable toxicidad en ratas y ratones al ser
inyectados, produciendo contraccion muscular y una reduccion en la presion sanguinea

causada por la toxina.
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Shigeo Tanaka et al, (1986) estudiaron dos plantas de la familia Boraginaceae
las cuales son utilizadas tradicionalmente para tratar quemaduras, inflamaciones, heridas
y Ulceras, se evaluaron los enantiomeros shilconin y alquinin para ver si existia
diferencia en cuanto a sus propiedades antiinflamatorias y antibacterianas y observaron

que no existia diferencia significativa entre ellos.

El género Echium miembro de la familia Boraginaceae es rico en alcaloides
pirrolizados, esta clase de alcaloides son muy importantes no solo por su actividad
hepatotdxica, mutagénica y carcinogénica, sino también por sus propiedades
antimicéticas, antitumorales y carcinogénicas (EI-Shazly et al, 1996).

Pamplona Roger, 2000, propusieron el uso médico de Borago officinalis L., ya
que la planta contiene abundantes sales minerales, especialmente nitrato potasico, asi
como calcicas y silicicas, contiene también mucilagos y flavonoides, sus usos mas
comunes en medicina tradicional es: sudorifica, diurética, emoliente y antiinflamatoria;
ademas el aceite de sus semillas presenta propiedades como hipolipidemiante y
regulador hormonal. En este mismo trabajo también se menciona el uso de Heliotropium

indicum L. como locidn contra el prurito de la piel, especialmente en caso de sarna.

El género Heliotropium de la familia Boraginaceae, es una conocida fuente de
alcaloides pirrolizados, flavonoides y derivados aromaticos geranil, este género esta
comprendido por aproximadamente 250 especies distribuidas en ambos hemisferios.

(Villarroel et al, 2001)
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Se han realizado estudios sobre los efectos del fruto de Cordia myxa sobre colitis
inducida en ratas, los resultados mostraron que el tratamiento con el fruto revertia el
colon inflamado, sugiriendo que los efectos antiinflamatorios pueden ser atribuidos a su
propiedad antioxidante y a la restauracion de elementos traza en el colon inflamado. (Al-

Awadi et al, 2001)

En una analisis de HPLC se encontré que el extracto crudo de B. officinalis
contiene varios compuestos atrapantes de radicales y se sugiere que estos compuestos
poseen una gran habilidad para eliminar los radicales, el compuesto antioxidante

mayoritario en este extracto fue el acido romarinico. (Bandoniene y Murkovic, 2002)

Petersen y Simmonds, 2003 realizaron un estudio con acido rosmarinico que es
comunmente encontrado en especies de la familia Boraginaceae; el acido rosmarinico
tiene una gran cantidad de actividades bioldgicas interesantes como antiviral,
bactericida, antiinflamatorio y antioxidante, en este estudio se propuso la produccion

biotecnolodgica de dicho compuesto.

Gupta, 2003, en un estudio realizado en Panama se reporté el uso de Turnefortia,
género de la familia Boraginaceae, en el tratamiento de infecciones e identificaron

compuestos fenolicos y quinonas.

Se han realizado investigaciones en Lithospermi radix sobre su actividad
inmunoestimilante, esta planta es utilizada en medicina tradicional para tratar el shock

séptico, eczema y quemaduras. (Chung et al, 2005)
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Se ha reportado el uso en medicina tradicional de Heliotropium indicum en Siby
region sur de Mali, donde se utilizaba para controlar el vémito, amenorrea, infecciones
oculares y alta presion sanguinea; y en Senegal es utilizado el polvo de las hojas para
controlar dermatitis y eccema supurativo e impétigo en nifios. Esta misma planta se
utiliza en Tamil Nadu, region de la India como una pasta hecha a partir de toda planta y
se aplica topicamente para tratar heridas y afecciones de la piel. (Togola A et al, 2005;

Muthu C et al, 2006)

Cheryl en 2006 realiz6 un estudio sobre las etnomedicinas utilizadas en Trinidad
y Tobago para tratar desordenes urinarios y diabetes mellitus, entre las plantas utilizadas
se encuentra Tournefortia hirsutissima, planta de la familia Boraginacea reportando que

es segura, pero necesita una evaluacion mas formal.

Passos et al en 2007 estudiaron las propiedades antiinflamatoria y antialergénicas
del aceite esencial y los compuestos activos de Cordia verbenacea concluyendo que el
aceite 0 sus constituyentes podrian representar una nueva opcion terapéutica para el

tratamiento de enfermedades inflamatorias.

Estudios sobre Tournefortia hartwegiana mostraron que la planta tiene
propiedades antidiabéticas sobre ratas; los estudios sobre el modo de accion del extracto
sugieren que el extracto metanolico ejerce actividad antidiabética suprimiendo la

absorcion de carbohidratos por el intestino. (Ortiz-Andrade et al, 2007)
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Se estudiaron las actividades antiinflamatoria in vivo y antioxidante in vitro de
plantas de la dieta Mediterrdnea y observaron que todos los extractos mostraron un
efecto antiinflamatorio a una dosis de 300 ug/cm? reduciendo el edema de un 21 a 27%,
todos los extractos mostraron actividad de captura de radical y/o antioxidante; entre las
plantas estudiadas se encuentra Borago officinalis el cual contiene la mayor cantidad de

esteroles (Conforti et al, 2007)

Se evalud la eficacia de los extractos acuosos de Echium amoenum en el
tratamiento de desordenes obsesivo-compulsivo y se observd que los extractos
mostraron una superioridad significativa sobre el placebo en reducir los sintomas
obsesivo y compulsivo asi como la ansiedad; no se observé diferencia significativa entre
los dos grupos en términos de efectos adversos, estos resultados sugieren que el extracto

tiene algunos efectos anti obsesivo-compulsivo. (Sayyah et al, 2009)

Se estudio el efecto del acido rosmarinico de Argusia argéntea en la inhibicién
de la hemorragia inducida por el veneno de serpiente, basado en el uso tradicional de
algunas boraginaceas y se observo que el extracto metandlico inhibe significativamente
la hemorragia producida por el veneno crudo de Trimeresurus flavoviridis. (Aung et al,

2010)

Se realiz6 la determinacién del contenido fendlico y el potencial antioxidante de

extractos crudos y el aislamiento de compuestos de hojas de Cordia multispicata y

Turnefortia bicolor y los resultados sugieren que T. bicolor es una fuente rica en
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compuestos fendlicos y podria ser una nueva fuente de antioxidantes naturales o

nutracéuticos con aplicaciones potenciales. (Correia Da Silva et al, 2010)

Se identificaron plantas latino Americanas con actividad antiparasitaria sobre
malaria, la enfermedad del Chagas y leshmaniasis y se encontrd que el extracto etanolico
de las ramas de Bourreria huanita planta de la familia boraginaceae presentan una I1Csg

de 6ug/ml. (Calderdn et al, 2010)

4.5.3 Descripcién Botanica de la Familia Boraginaceae

Esta familia comprende hierbas comunmente pilosas, a veces arbustos y
enredaderas, raramente son arboles. Hojas alternas, simples; inflorescencias a menudo
en cimas o racimos escopioides; flores perfectas, por lo general actinomorfas, sépalos 5,
persistentes, pétalos 5 unidos; estambres 5 insertos sobre el tubo o garganta corolina,
ovario supero, bicarpelar, los carpelos acentuadamente lobulados, 6vulos 1 en cada
I6culo, ascendentes u horizontales; fruto generalmente de 4 aquenios (nuececillas), a
veces drupa o baya. Es una familia de 100 géneros y alrededor de 2000 especies de
distribucion tropical, asi como de regiones templadas y mediterraneas. (Cano, 1994;

Alanis et al, 1996; Bruneton, 2000)
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4.6 Plantas estudiadas:

4.6.1 Cordia morelosana L

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobiota
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales

Familia: Boraginaceae

Genero: Cordia

Especie: morelosana

Nombre comun: Anacahuite, Palo prieto (Figura 1)

&

Figura 1. Cordia morelosana

Arbol de 2 a 4 m de altura, y corteza negra. Las hojas son alargadas, asperas en el
anverso. Las flores son blancas y el conjunto de flores remata en otra singular flor.
Origen desconocido. Habita en clima calido desde los 550 hasta los 1000msnm.
Asociada a bosque tropical caducifolio y bosque espinoso. (Monroy-Ortiz y Castillo-

Espafia, 2007; Argueta, 1994)
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4.6.2 Borago officinalis L

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobiota
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales

Familia: Boraginaceae

Genero: Borago

Especie: officinalis

Nombre comun: Borraja (Figura 2)

iu‘ 2. Borag ocina/is
Hierba anual de unos 30 a 50 cm de altura, cubierta de numerosos pelos
blanquecinos, las hojas son ovaladas, grandes, basales y de borde dentado. Las flores son
azul violaceo, numerosas y estan agrupadas en racimos terminales. El fruto es drupaceo.

(Vit, 2002; Herber, 2007)
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4.6.3 Heliotropium amlexicaule Vahl

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobiota
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Boraginaceae
Genero: Heliotropium
Especie: amplexicaule

Nombre comun: Heliotropo azul, Heliotropo suave, Borraja de campo (Figura 3)

Figura 3. Heliotropium amplexicaule

Perenne. Tallos decumbentes, ramificados. Hojas hispidas, alternas, lanceolado-
elipticas, con borde ligeramente sinuoso, casi sésiles. Inflorescencias cimosas uniparas,
escorpioides. Flores lilaceas; céliz con 5 sépalos iguales, vellosos y apenas soldados en
la base; limbo de la corola con Iébulos muy obtusos, apenas notables, tubo corolino algo
infundibuliforme, velloso externa e internamente; estambres 5, anteras sesiles, lineares
no apiculadas; gineceo con estigma conico. Fruto formado por clusas biseminadas,

rugosas. (Monti et al, 2003; Dellow, 2008)
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5 MATERIAL Y METODOS

5.1 Colecta e identificacion del material vegetal de estudio.

Se colectaron las plantas H. amplexicaule (Monterrey, N.L.), C. morelosana
(Morelia, Mich.) y B. officinalis (Saltillo, Coah.), después de la colecta, se procedio a
secarlas en una prensa botanica para su identificacion y clasificacion taxonémica en el

Herbario de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, obteniéndose su nimero de herbario.

5.2 Obtencion de los extractos metandlicos de las plantas.

Esta se llevd a cabo una vez que el material vegetal se secd. Se separaron las
diferentes partes de la planta seca y se trituraron por separado en un molino manual
(marca Victoria), posteriormente se tomaron 30 g de cada una y se depositaron en sus
respectivos matraces Erlenmeyer de 500 ml donde se les adiciond el volumen de 150 ml
del solvente y se sellaron hermeticamente para evitar la evaporacion del mismo durante
el proceso. Los principios activos del material seco y molido se obtuvieron mediante la
extraccion con solventes de diferente polaridad; el material seco se desengrasé con
hexano y cloroformo y finalmente se realiz6 la extraccion con metanol (CTR Scientific)

durante 7d con agitacion constante con cada uno de los solventes. Los extractos
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metanolicos obtenidos se evaporaron hasta sequedad con presion reducida en un

rotavapor (Yamato modelo RE200), Figura 4. Estos fueron conservados en frascos

obscuros en refrigeracion a 4°C hasta su uso.

H. amplexicaule
C. morelosana

B. officinalis _
Material seco - Jl :q
y molido K’
Filtracion
Extraccion por l

maceracion

Evaporacion

Figura 4. Diagrama de la obtencidn de los extractos.
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5.3 Evaluacion de la actividad antibacteriana y antifungica de los extractos

metandlicos de las plantas en estudio.

Tabla |

Microorganismos utilizados

Microorganismos
Bacterias
| Salmonella typhimurium |~ Bacillus cereus | Escherichiacoli |
Salmonella typhi Salmonella typhi Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa Enterobacter cloacae Enterobacter aerogene
Hongos
" Candida albicans | Trichophyton rubrum [~ T. Mentagrophytes |
T tonsurans Microsporum canis M audouinii
M cookie M gypseum

Con los extractos obtenidos se evalud la actividad bioldgica sobre los
microorganismos mencionados en la Tabla I. EI método empleado para el ensayo
microbioldgico fue el de difusion en placa con discos de papel filtro (Koneman et al,
1989). Para evaluar la actividad los extractos secos se prepararon a una concentracion de
40 mg/ml en metanol y se esterilizaron por filtracion con membranas de 0.25 um.

(Koneman et al, 1989)
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5.3.1 Activacion de las bacterias.

Se utilizé medio liquido C. Rivas (Patente IMPI MX/10892) 8.5 g en 100 ml de

agua destilada, ajustado a pH 7.0.

Para la preparacion del medio se utilizaron tubos de ensaye 18 x 150 mm con 5

ml de medio a cada uno, se esterilizaron a 15 Lb /10 min, se inocularon con las

diferentes cepas en estudio con una asada a cada tubo previamente identificado,

posteriormente se incubaron de 12-18 h a 37°C.

5.3.2 Cultivo de las bactérias.

Se utilizé el medio solido C. Rivas; 8.5g de medio en 100 ml de agua destilada,

se esterilizo y se adiciond sobre cajas Petri en porciones de 20 ml, que se utilizaron en

las pruebas de inhibicion "in vitro".

5.3.3 Activacién de los hongos.

Los hongos se activaron en medio C. Rivas (Saboroud modificado) 6.5 g por 100

ml; con un periodo de incubacion de 7 -15 d a 28-30 °C.
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5.3.4 Determinacién de la actividad antimicrobiana.

El método de difusion en placa se realizo colocando 10 ul de cada uno de los
extractos obtenidos (40 mg/ml) sobre discos de papel filtro Whatman No. 1 en una placa
con medio sélido C. Rivas, previamente inoculada con 100 ul de una suspension
bacteriana de 1x10° UFC (tubo uno de la escala de Mc Farland) o una asada con las
diferentes cepas de hongos; se deposité también en un disco 10 ul del solvente utilizado
para disolver el extracto como control negativo y 10 ul de un antibidtico o antifungico
como control positivo. Se incub6 a 37°C por 24h para las bacterias y de 7-15 d para los
hongos; después de este periodo se midieron los halos de inhibicién en mm para cada

prueba. (Figura 5)

P

/
v 9 v »
Inoculacién Colocar
Extracto
Observar
Incubar inhibicion

Figura 5. Ensayo para la determinacion de la actividad antimicrobiana.
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5.4 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los

extractos que muestren actividad bioldgica relevante.

En una microplaca de 96 pozos se agregaron 100 ul de medio liquido C. Rivas y
se afiadieron 100 ul de cada una de los extractos partiendo de la concentracion inicial de
1600 ug/ml y se realizaron microdiluciones seriadas. Una vez efectuadas estas, se
adicionaron 100 pl de la suspension bacteriana a una concentracién de 1 x 10° UFC
(tubo uno de la escala de Mc Farland). Posteriormente la microplaca se incubd por 24 h
a 37 °C, y se determind la concentracion minima inhibitoria de cada una de las
fracciones aplicando 40 ul de una solucion de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-
tetranolium bromuro (MTT) a una concentracion de 2.5 mg/ml a cada pozo e incubando
por 4 h a 37 °C, posteriormente se observo la viabilidad microbiana de color purpura de

las diluciones probadas.

5.5 Identificacion de las fracciones con actividad antibacteriana y

antifingica relevante mediante la técnica de bioautografia.

5.5.1 Cromatografia en capa delgada de los extractos con

concentracién minima inhibitoria relevante para separacion de sus fracciones.
Las placas cromatogréaficas se prepararon utilizando 10 g de silica gel 7G en 40
ml agua destilada, ésta mezcla se colocé sobre placas de vidrio de 7.5 x 2.5 cm, después

se secO por un periodo de una hora en la estufa de secado a 110 °C. Una vez preparadas
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las placas cromatograficas se realizo la cromatografia utilizando un tubo capilar para
aplicar la muestra, la placa fue introducida en una camara de vidrio de boca ancha con la
fase movil. El Rf se calculé midiendo la distancia del punto de aplicacién de la muestra
a la mitad de la mancha detectada y se dividio el valor obtenido sobre la distancia del

punto de aplicacion de la muestra y la distancia recorrida por el eluente.

5.5.2 Identificacién de las fracciones activas.

Se utilizo la técnica de Hamburger modificada por Verastegui en 1998; se
seleccionaron las cromatoplacas en las cuales las fracciones mostraron una mayor
separacion. En una caja Petri se expuso el cromatograma con luz ultravioleta por una
hora para esterilizar y sobre él se colocd una tira de medio sélido C. Rivas de 1x 6¢cm X
0.3 mm de espesor. Posteriormente se afiadié sobre la tira de agar 150 ul de la dilucion
1x 10° UFC. Las condiciones de humedad se mantuvieron colocando dentro de una caja
Petri un algodén con agua destilada estéril. Se utiliz6 como control de crecimiento un
cuadro de agar inoculado con el mismo microorganismo pero separado del
cromatograma. Las cajas se incubaron a 37 °C por 24 — 48 h. La zona de inhibicion de
los microorganismos en la tira de agar se midié y se correlacion6 con el registro previo

de las fracciones separadas cromatograficamente. (Verastegui et al, 1998)
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5.6 Evaluacion de la toxicidad de los extractos mediante el Ensayo de Letalidad

sobre Artemia salina.

Los huevecillos de A. salina fueron mantenidos en refrigeracion antes de su uso. Para
su eclosion se realizo en un dispositivo de vidrio de 25 x 15 cm con tapa y dividido en
dos secciones por la mitad, con una seccion oscura, se colocaron 0.1 g de huevecillos de
A. salina en 300 ml de agua de mar simulada (40 g de sal de mar aforando a 1 | de agua
destilada (Instant Ocean) con aireacion continua (bomba de acuario ELITE 799 ) y con
luz blanca irradiada de una lampara de 11W a 20 cm del eclosionador, finalmente se
cerrd con la tapa y se incubaron por 48 h. Una vez eclosionados, a las 24 h los naupulios
fueron pasados a otro recipiente con la ayuda de una micropipeta y se mantuvieron en
condiciones de oxigenacion y temperatura de 22-29 °C por 24 h més. A una microplaca
de 96 pozos se agregd un volumen de 100 pl de la suspension de naupulios a cada pozo
(aprox. 10 naupulios) y se les adicionaron 100 pl de las diluciones de los extractos
obtenidos, se partido de una concentracion de 1 000 pg/ml. Como control positivo de
toxicidad se utiliz6 una solucion de 400 ppm de dicromato de potasio y agua de mar
como control negativo. A las 24 h de aplicados los extractos y con la ayuda de un
microscopio estereoscopico (Lieder MC-720X), se realizo el conteo de naupulios vivos
en las diferentes dosis que se evaluaron. La concentracién de las muestras que produce
la muerte del 50% de los nauplios se toma como la DLs, (Figura 6). Mediante el analisis

Probit se determino la DLsg de los extractos probados. (Mc Laughlin, 1991)
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El criterio de toxicidad fue el siguiente (Déciga-Campos et al., 2007): Valores de

CLsp > 1000 pg/ml (no toxico), > 500 <1000 pg/ml (toxicidad débil) y < 500 ug/ml

(toxico).

£
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Separacion de A. Incubar Agregar agua salada

salina eclosionada 29 °C/24h mas 10 Artemias
_ 660060700
000000 00
_ 00000000
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[© 000 0000

Agregar extractos a
Incubar diferentes
29°C/24h concentraciones

Observar al Microscopio
Estereoscopico

Figura 6. Ensayo de letalidad de los extractos sobre A. salina.

5.7 Determinacion de la Concentracién Inhibitoria Media (Cls) sobre E.

histolytica HM1-IMSS, bajo condiciones axénicas in vitro.
5.7.1 Cinética de Crecimiento

Se utiliz6 medio PT modificado, adicionado con 10 % de suero de terneray 1 %

de antibiotico (P/E)

Para la cinética de crecimiento la cepa de E. histolytica HM1-IMSS crecida en

medio PT se inoculé a 1x10* cel/ml en tubos de vidrio con tapén de rosca de 16x125
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mm con 5.55 ml de medio PT adicionado. Se incubd a 37 °C y cada 24 h se conto el
namero de células durante nueve dias. Para realizar el conteo los tubos se colocaron en
agua-hielo por 10 min para despegar las células adheridas al tubo, este se agitd
suavemente por inversion (15 veces) y se procedio a determinar el nimero de cel/ml

empleando una camara de Neubauer.

Los bioensayos se realizaron en la fase logaritmica del crecimiento de las células,
la E. histolytica HM1-IMSS fue propagada en cultivo axénico a 37 °C en medio PT

modificado suplementado con el 10 % de suero de ternera y 1 % de antibidtico (P/E).

5.7.2 Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Media (Clsp)

Se utiliz6 E. histolytica HM1-IMSS. Se realizaron resiembras sucesivas de 1x10*
cel/ml el medio PT modificado en tubos con tapon de rosca de 16x125 mm, se adiciono
1 % antibidtico (P/E) y 10 % de suero de ternera, posteriormente se incub6 a 37 °C por
96 h. Los tubos se colocaron en agua-hielo por 10 min para despegar las células
adheridas al tubo, este se agitdé suavemente por inversion (15 veces) y se procedié a

determinar el nimero de cel/ml empleando una camara de Neubauer.

De las amibas suspendidas en medio PT modificado incubadas por 96 h a 37°C
se tomaron 1x10* cel/ml y se transfirieron en tubos con 5 ml de medio PT modificado, se
probaron cinco concentraciones de los extractos metanolicos de H. amplexicaule, C.

morelosana y B. officinalis (2, 20, 60, 100 y 200 ug/ml) por triplicado en tres ensayos
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independientes y se incubaron por 96 h a 37 °C. A las 96 h los tubos se colocaron en
agua-hielo por 10 min para despegar las células adheridas al tubo, este se agitd
suavemente por inversion (15 veces) y se procedio a determinar el nimero de cel/ml
empleando una camara de Neubauer. Se hizo el analisis Probit para determinar la 1Csy de

los extractos probados (Figura 7).

Medio PT +
Suero +
Antibidticos >

+1 x 10*cel/ml

=TT =

Concentracion de
extracto
(2,20 y 60pg/ml)

37°Clé d

I Células I

!

Realizar analisis PROBIT Cls

Figura 7. Determinacion de la Concentracién Inhibitoria Media (Clso) de los extractos

sobre E. histolytica.
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5.8 Evaluacion de la citotoxicidad de los extractos sobre la linea celular
normal Vero mediante la determinacion de la Concentracion Inhibitoria Media
(Clsp).

5.8.1 Cultivo Celular

La linea celular normal de rifidn de mono verde africano Vero fue obtenida de la
American Type Culture Collection (ATCC). Las células fueron cultivadas en medio
M199 (Gibco/BRL) adicionado con 4 % de suero fetal bovino (FBS, Gibco/BRL) y
solucion de antibidticos (penicilina 100,000 U/l y estreptomicina 1 mg/l). Las lineas
celulares fueron cultivadas en botellas de 25 cm?a 37 °C con 5 % de CO, y atmésfera
hameda.

5.8.2 Cinética de Crecimiento de la linea celular Vero

La cinética se realizo durante 6 d colocando una concentracion inicial 2,000
células/ml con el medio M199. A partir del cultivo confluente de células Vero, se retird
el medio de cultivo y se hicieron dos lavados con buffer de fosfatos (PBS), se
despegaron las células con tripsina al 0.25 % (Trypsin X-100, Cellgro Mediatech Inc,
Herdon VA) y se colocaron en un tubo conico de 15 ml, se centrifugo a 1000 rpm/10
min, el sedimento celular se re-suspendié en 2 ml de medio; se contd el nimero de
células y se prepard una suspension de 2,000 cel/ml las cuales fueron colocadas en cajas
Petri (Corning, New Jersey, USA) se incubaron las cajas Petri a 37°C con 5 % de CO, y
atmosfera humeda. Se realizaron 3 ensayos independientes con 2 repeticiones cada uno,
cada 24 h durante 6 d, se despegaron las células con tripsina a dos cajas Petri y se conto

el nimero de ceélulas, utilizando un hemocitometro. Se obtuvo su Tiempo de generacion
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(G) que es el tiempo requerido para que una célula se divida o una poblacion se

duplique y fue determinado mediante la siguiente formula:

Tiempo de generacion (G) = t
3.3logNb/Na

Donde:

G = Tiempo de generacion

t = Tiempo determinado

3.3 = Constante

Nb = Numero de células a un tiempo determinado

Na = NUmero de células iniciales

5.8.3 Determinacién de Citotoxicidad en Cultivo Celular

Se determiné el porcentaje de viabilidad de los extractos en estudio sobre las
células Vero mediante el ensayo de CellTiter-Blue.

Se utilizé el medio de cultivo M-199 suplementado con 4 % de suero fetal
bovino. Las células utilizadas en el estudio fueron obtenidas a partir de cultivos
confluentes de aproximadamente 80-90 %, utilizando tripsina al 0.025 %, su viabilidad
(mayor al 98 %) se determiné por el método de exclusion con colorante de azul tripano.

Se colocaron en volimenes de 100 pl de la suspension celular (3x10° cel/pozo)
en microplacas de 96 pozos (Costar Corning Inc), se incubarona 37°C con 5 % de CO,
durante 24 h, posteriormente se agregaron 100 pl de medio de cultivo M-199, mas 100

ul de los extractos; estos se diluyeron en buffer de fosfatos salino (PBS) a una
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concentracion de 3 mg/ml; partiendo de esta solucion stock, se prepararon diluciones
con medio M199 en concentraciones de 10, 100 y 1000 pg/ml, cada uno por triplicado,
Posteriormente se eliminaron 50 pL de los pozos control positivo y se sustituyeron por
50 L de Triton X-100 al 0.2 % (Merck, Darmstadt Alemania) y en el control negativo
100 pL de PBS. Fueron incubadas por 24 h méas a 37°C en condiciones de 5% de CO, y
ambiente himedo, posteriormente se agregé 10 pl del reactivo CellTiter-Blue®
(Promega, Madison WI,USA) a cada uno de los pozos. Se incubaron por 24 ha 37 °Cy
finalmente fue leida en un lector de microplacas a una longitud de onda de 550 nm con
un filtro diferencial de 630 nm (BIO-TEK, USA). El porcentaje de células muertas se
determind a partir del promedio de las absorbancias obtenidas de controles tratados y no
tratados. Se graficaron los valores de concentracidn de los extractos contra el porcentaje
de viabilidad para obtener la 1Cso. Los valores finales representan el promedio de tres
experimentos por cuadriplicado cada uno. Los valores de absorbancia tienen una
relacion lineal con el nimero de células viables. Se realizd un analisis estadistico

utilizando el programa SPSS 17.0 (Figura 8).
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X2T Celpozo Incubar 24 h Extracto Incubar 24 h
Analisis de ‘

‘esescsse;

regresion lineal — l

550 nm con filtro ) CellTiter-
de 630 nm Incubar 24 h Blue

Figura 8. Ensayo de citotoxicidad de los extractos sobre la linea celular Vero.
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5.9 Identificacion parcial de los componentes de los extractos

5.9.1 Identificacion por medio de reacciones quimicas.

Pruebas para Grupos Funcionales
Para realizar las pruebas se utilizaron soluciones a 50 mg/ml de los extractos

disueltos en metanol.

Prueba de Liebermann-Burchard: Prueba utilizada para determinar triterpenos y
compuestos esteroidales. Se coloco una gota de la solucién del extracto sobre una placa
de porcelana de 12 pozos, se evaporo el solvente y posteriormente se agrego una gota de
cloroformo y dos gotas del reactivo; posteriormente se observaron cambios de
coloracion. El reactivo utilizado se prepar6 utilizando una gota de acido sulfarico a una

mezcla de 1.0 ml de anhidrido acético y 1.0 ml de cloroformo.

Prueba de Salkowski: Se utilizé para determinar esteroles y metilesteroles, es
similar a la de Liebermann-Burchard, la muestra en cloroformo se puso en contacto con
una gota de acido sulfurico, la prueba fue positiva si se desarrollaron colores amarillo o

rojo.
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Prueba de Shinoda: Se utilizé para la identificacion de compuestos de tipo
flavonoide; 1.0 mg de la muestra se disolvieron en metanol y unas limaduras de
magnesio, se le aplico calor (60°C) y después unas gotas de HCI por las paredes. Se

consider6 positiva con la aparicion de colores naranja, rojo, rosa, azul o violeta.

Prueba de Baljet: Para sesquiterpenlactonas, se utilizan 2 soluciones que se
mezclan en volimenes iguales antes de usarse, la solucion A, un gramo de &cido picrico
en 100 ml de metanol; solucién B, 10 g de hidréxido de sodio en 100 ml de agua. Para la
prueba se colocan 10 mg de compuesto y 3-4 gotas de reactivo, la prueba es positiva si

se forma una coloracion naranja o rojo obscuro.

Prueba de Dragendorff: Se utiliza la modificacion de Munier y Machelobuf para la
determinacion de alcaloides. Para ello se preparan dos soluciones, la solucion A con
0.85 g de nitrato de bismuto, los cuales se mezclaron con 10 ml de &cido acético glacial
y 40 ml de agua y Solucion B con 8 g de yoduro de potasio disuelto en 20 ml de agua. El
reactivo se prepara mezclando 5 ml de A, 4 ml de B y 100 ml de agua (este reactivo es
estable por un afio). Se disuelven de 1 — 2 mg de la muestra en etanol y se colocan unas
gotas en una placa de porcelana, luego se afiaden unas gotas del reactivo, la prueba es

positiva si se presentan coloraciones rojo o naranja, persistentes por 24 h.
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Prueba de bromo en tetracloruro de carbono: Para insaturaciones, a 2 mg de la
muestra se le agregan una solucion de bromo al 2 % en tetracloruro de carbono; la

prueba se considera positiva si la coloracion de la solucidn desaparece al principio.

Prueba del permanganato de Potasio: Para dobles enlaces, se prepardé una
solucion de permanganato de potasio al 2 % en agua, se disuelven 0.2 mg de la muestra
en agua, acetona, o metanol, se toma con un capilar y se le agrega la solucién de
permanganato de potasio. La prueba es positiva si se produce la decoloracion del
reactivo.

Prueba de 2,4- Dinitrofenilhidracina: Para grupo carbonilo. En un tubo de ensaye
se disuelven 50 mg de 2,4-dinitrofenilhidracina en 1 ml de metanol caliente. Se agregan
50 mg del compuesto carbonilico y se calent6 a bafio Maria por 10 a 15 min; se deja en
reposo y se enfrio en bafio de hielo, la aparicién de un precipitado naranja indica la

presencia de un grupo carbonilo.

Prueba de Molisch: Para azucares. En un tubo de ensaye se coloca la muestra, se
afiadieron 3 gotas del reactivo de Molisch, y se agitd. Después se inclina el tubo y se
deslizan por la pared 2 ml de acido sulfurico concentrado. La prueba es positiva si se
forma un anillo coloreado en la interfase. El reactivo se prepara disolviendo 1 g de a-

naftol en 100 ml de metanol al 95 %.
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Prueba de NaOH: Para determinar lactonas. Se disolvieron 1-2 mg de muestra en
solucion alcoholica de NaOH al 10 %. La presencia de color naranja que desaparece al

agregar HCI indica la presencia de un anillo lactonico

Prueba de Borntrager: Para determinar naftaquinonas y antraquinonas. Se hierve
por 10 min una pequefia porcién de extracto con hidroxido de potasio (KOH 2-5%) para
luego enfriarla, se acidula con HCI 1N y se extrae con benceno. La capa se separa y se
agita con un poco de la solucion de KOH. Si la fase del benceno se decolora y la alcalina

se torna roja, esto indicé presencia de quinonas.

Prueba del cloruro férrico FeCls: Para determinar oxihidrilos fendlicos. Se
disuelven 1 a 2 mg det extracto muestra en 1 ml de etanol, mas una gota de solucion de
cloruro férrico en agua al 15 %. Fue positiva para la presencia de oxihidrilos fenélicos

con la aparicién de coloracion o precipitado rojo, azul, violeta o verde.

Cumarinas: Se disuelve una porcién de extracto muestra (1-2 mg) en solucién
alcohdlica de KOH al 10 %. Una coloracion amarilla, que desaparecié al acidular con

HCL 1N se registra como positiva.

Prueba del bicarbonato de sodio. La sal se prepara al 10% en agua. Se disuelven
de 1-2 mg de la muestra disuelta en agua o etanol y se le agregan de 2-3 gotas de acido
sulfurico concentrado. Se agita ligeramente. Luego se agregan 2-3 gotas de la solucién
de bicarbonato de sodio. La aparicion de burbujas y su permanencia por mas de 1

minuto indican la presencia de saponinas.
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Prueba del H,SO,4. Una pequefa cantidad de muestra se disuelve en H,SO,4 y se
observa coloracion amarilla para flavonoides, naranja-guinda para flavonas, rojo-azuloso

para chalconas y rojo-pUrpura para quinonas.

Prueba del acido sulfurico-formaldehido. Se prepara una mezcla de 1 mr. De
acido sulfurico concentrado con una gota de formaldehido. Se agregan de 1-5 mg. de la
muestra disuelta en disolvente no aromatico, se afiaden unas gotas de la mezcla anterior
y si aparece un color rojo-violeta, la prueba es positiva para compuestos aromaticos.

(Harborne J.B., 1998)

68



I CA Catalina] eos Rivas T esis Doctoral

6 RESULTADOS

6.1 Colecta e identificacion del material vegetal de estudio.

6.1.1 Cordia morelosana

Fue colectada e identificada en el herbario de la Universidad Autonoma del

Estado de Morelos con nimero de identificacién 13151-HUMO.

6.1.2 Borago officinalis

Fue colectada en Saltillo, Coahuila e identificada en el herbario de Universidad

Auténoma Agraria Antonio Narro con numero de identificacion 27344,

6.1.3 Heliotropium amplexicaule

Fue colectada en Monterrey, Nuevo Leo6n e identificada en el herbario de la

Facultad de Ciencias Bioldgicas con numero de identificacion . (Figura 9)

L D et e S

Figura 9. Colecta de material vegetal.
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6.2 Obtencién de los extractos metandlicos

En la tabla 1l se muestran los porcentajes de rendimientos de las plantas
utilizadas, siendo B. officinalis la que presenta el mayor rendimiento con un 15.30%
seguido por las hojas de H. amplexicaule, el extracto con menor rendimiento fue la

corteza de C. morelosana con tan solo 0.7%.

Tabla Il

Rendimiento y parte utilizada de las plantas estudiadas.

Planta Parte utilizada Rendimiento

%

C. morelosana Corteza 0.7
B. officinalis Aérea 15.38
H. amplexicaule Tallo 3.38
H. amplexicaule Hojas 7.12
H. amplesicaule Raiz 3.28
H. amplexicaule Inflorescencias 5.13

70




LCA Catalina LCOS Rivas Tcsis Doctoral

6.3 Evaluacion de la actividad antibacteriana y antifangica de los extractos

metandlicos de las plantas en estudio.

Se realiz6 un ensayo preliminar de los extractos metanolicos desengradasos,
referidos en la Tabla Il, por el método de difusion en placa, observando que ninguno de
los extractos probados presentaron inhibicion sobre los microorganismos evaluados

mencionados en la Tabla I.

6.4 Evaluacion de la toxicidad de los extractos mediante el Ensayo de

Letalidad sobre Artemia salina.

Segun los resultados obtenidos y mostrados en las siguientes figuras 10 al 15 los

extractos no muestran toxicidad sobre A. salina a las diferentes concentraciones
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Figura 10. Porcentaje de viabilidad sobre A. salina del extracto metandlico de Hoja de

H. amplexicaule.
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Figura 11. Porcentaje de viabilidad sobre A. salina del extracto metanolico de Tallo de

H. amplexicaule.
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Figura 12. Porcentaje de viabilidad sobre A. salina del extracto metandlico de Raiz de

H. amplexicaule.
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Figura 13. Porcentaje de viabilidad sobre A. salina del extracto metandlico de Flor de

H. amplexicaule.
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Figura 14. Porcentaje de viabilidad sobre A. salina del extracto metandlico de corteza

de C. morelosana.
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Figura 15. Porcentaje de viabilidad sobre A. salina del extracto metandlico de la parte

aérea de B. officinalis.

6.5 Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Media (Clsp) sobre E.

histolytica HM1-1MSS, bajo condiciones axénicas in vitro.

6.5.1 Cinética de Crecimiento
Se realiz6 la cinética de crecimiento de E. histolytica HM1-IMSS para
determinar la fase logaritmica, los resultados se muestran en la Figura 16, nos indican
en el séptimo dia hay mayor numero de células por lo tanto es el indicado para realizar

el ensayo.
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Figura 16. Cinética de crecimiento de E. histolityca HM1-IMSS propagada en

condiciones axénicas in Vitro.

6.5.2 Concentracion Inhibitoria Media (Cls) de los Extractos

Los resultado arrojados por los ensayos de los extractos metandlicos sobre E.
histolytica HM1-1IMSS (Figuras 17 - 22), se muestra el extracto metanolico de raiz de H.
amplexicaule presenta el menor valor en la Clsg a una concentracion de 2ug/ml (Figura
19), seguido por el extracto metandlico de C. morelosana con una Clsy de 4ug/mi

(Figura 21).
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Figura 17. Concentracién Inhibitoria Media (Clsp) del extracto metandlico de Hoja de

H. amplexicaule sobre E. histolytica HM1-1MSS.

Para eliminar el 50% de la poblacion de E. histolytica HM1-IMSS es necesario
emplear una concentracion de 114 pg/ml del extracto metandlico de Hoja de H.

amplexicaule.

Probit

24 y=0.6025x + 4.4464
R?=0.9176

0.3 0.6 0.9 12 15 1.8 21
[Log]

Figura 18. Concentracion Inhibitoria Media (Clsp) del extracto metandlico de Tallo de

H. amplexicaule sobre E. histolytica HM1-1MSS.
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Para eliminar el 50% de la poblacién de E. histolytica HM1-IMSS es necesario
emplear una concentracion de 8 pg/ml del extracto metanodlico de tallo de H.

amplexicaule.

o6l y=04339x+4.866
R’ =0.9724
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Figura 19. Concentracién Inhibitoria Media (Clsp) del extracto metandélico de Raiz de

H. amplexicaule sobre E. histolytica HM1-1MSS.

Para eliminar el 50% de la poblacion de E. histolytica HM1-IMSS es necesario

emplear una concentracion de 2 pg/ml del extracto metandlico de raiz de H.

amplexicaule.
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Figura 20. Concentracién Inhibitoria Media (Clso) del extracto metandélico de Flor de H.

amplexicaule sobre E. histolytica HM1-IMSS.

Para eliminar el 50% de la poblacion de E. histolytica HM1-IMSS es necesario
emplear una concentracion de 36 pg/ml del extracto metandlico de flor de H.

amplexicaule.
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Figura 21. Concentracion Inhibitoria Media (Clso) del extracto metandlico de C.

morelosana sobre E. histolytica HM1-IMSS.
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Para eliminar el 50% de la poblacién de E. histolytica HM1-IMSS es necesario
emplear una concentracion de 4 ug/ml del extracto metandlico de corteza de Corida

morelosana.

.
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Figura 22. Concentracion Inhibitoria Media (Clsg) del extracto metandlico de corteza de

B. officinalis sobre E. histolytica HM1-1MSS.

Para eliminar el 50% de la poblacion de E. histolytica HM1-1MSS es necesario
emplear una concentracion de 32.7 pug/ml del extracto metandlico de corteza de B.

officinalis.

6.6 Evaluacion de la citotoxicidad en Cultivo Celular

6.6.1 Cinética de Crecimiento

Se realizo la cinética de crecimiento de las células normales de mamifero Veroy

se obtuvo un tiempo de generacion (G) de 37.05 h, los datos se muestran en la Tabla 111

y en la figura 23.
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Tabla I11. Cinética de crecimiento de las células Vero
Tiempo de | Numero
cultivo (h) | de Células
0 2,000
24 3,333
48 7,083
72 8,333
96 12,917
120 19,167
- 30,000 | y=177.83x-1065.5
= 26,000 R*=0.9028
= 22,000
% 18.000
-_E 14,000
z 10,000
£ 6000
2.000
50 100 200

Tiempo de cultivo (h)

Figura 23. Cinética de crecimiento de las células Vero.

6.6.2 Concentracion Inhibitoria Media (Clsg) de Extractos

Se realizo el ensayo de citotoxicidad sobre células normales de mamifero (Vero)

encontrando que el extracto metanolico que presento la Clso mayor fue el de raiz de H.

amplexicaule con un valor de 250 pg/ml, y en general todos los extractos presentan una

Clso mayor a una concentracion de 150 pg/ml. (Figuras 24 - 29)
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Figura 24. Viabilidad sobre células Vero del extracto metanolico de hoja de H.

amplexicaule.

La ICsy del extracto metandlico de Hoja de H. amplexicaule sobre la linea de

células normales de mamifero Vero es superior a una concentracion de 175 pg/ml.
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Figura 25. Viabilidad sobre células Vero del extracto metanolico de H. amplexicaule.
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La ICs del extracto metandlico de Tallo de H. amplexicaule sobre la linea de

células normales de mamifero Vero es superior a una concentracion de 200 pg/ml.
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Figura 26. Viabilidad sobre células Vero del extracto metanolico de H. amplexicaule.

La ICso del extracto metandlico de Raiz de H. amplexicaule sobre la linea de

células normales de mamifero Vero es superior a una concentracion de 250 pg/ml.
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Figura 27. Viabilidad sobre células Vero del extracto metanolico de H. amplexicaule.
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La ICso del extracto metanolico de Flor de H. amplexicaule sobre la linea de

células normales de mamifero Vero es mayor a una concentracion de 150 pg/ml.
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Figura 28. Viabilidad sobre células Vero del extracto metanolico de C. morelosana.

La ICso del extracto metandlico de corteza de C. morelosana sobre la linea de

células normales de mamifero Vero es superior a una concentracion de 150 pg/ml.
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Figura 29. Viabilidad sobre células Vero del extracto metandlico de B. officinalis.
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La ICxo del extracto metandlico de la corteza de C. morelosana sobre la linea de

células normales de mamifero Vero es superior a una concentracion de 175 pg/ml.

6.7 Identificacion parcial de los compuestos de las plantas en estudio.

6.7.1 Pruebas quimicas

Se realizaron pruebas coloridas para la determinacion parcial de los grupos
funcionales y metabolitos secundarios presentes en los extractos metanolicos probados
en este trabajo de investigacion, se encontré la presencia de alcaloides en todos los
extractos y azucares y oxhidrilos fendlicos en los extractos de H amplexicaule. Los

resultados de las pruebas realizadas se muestran en la Tabla IV.
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Tabla IV

Grupos funcionales de los extractos metanolicos de la corteza de C. morelosana, parte

aérea de B. officinalis y de hoja, tallo, raiz y flor de H. amplexicaule.

Prueba

H. amplexicaule

Tallo

Hoja | Raiz

Flor

C. morelosana

B. officinalis

Triterpenos y compuestos
esteroidales

Esteroles y metilesteroles

Flavonoides

Sesquiterpenlactonas

Alcaloides

Insaturaciones

Saponinas

Grupo carbonilo

Azucares

Lactonas

Naftaquinonas y
antraquinonas

Oxihidrilos fendlicos

Cumarinas

Compuestos Aromaticos
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7 Discusion

La medicina alternativa es en la actualidad una de las opciones que esta tomando
gran auge tanto en el ambiente cientifico como en el social, por ejemplo, en
Latinoamérica se utiliza la medicina tradicional como resultado de circunstancias
historicas y creencias culturales (Valdez-Aguilar, 2001), mientras que en los paises
desarrollados, la medicina complementaria/alternativa (MCA) se esta haciendo cada vez
mas popular. ElI conocimiento de las propiedades farmacéuticas de las plantas y su
empleo empirico se conoce en América desde antes de la llegada de los espafioles

(Gonzalez Ferrara, 1998).

Las plantas evaluadas en este trabajo fueron seleccionadas en base a los
siguientes criterios: por los antecedentes reportados de usos etnobotanicos y estudios
realizados sobre la familia Boraginaceae y por su distribucion en México, en este
segundo punto nos enfrentamos al problema del crecimiento del area urbana ya que
muchos lugares en los que se reporta la presencia de la familia Boraginaceae han sido

invadidos por la civilizacion, en detrimento de la flora nativa.

Se evaluo la actividad bactericida los extractos metanolicos de H. amplexicaule, C.

morelosana y B. officinalis sobre once cepas bacterianas y ninguna presenté actividad; a
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diferencia del estudio realizado por Osuna et al (2005), donde una de las plantas
estudiadas fue el extracto metanodlico de Turnefortia densiflora (Boraginaceae),
habiendo mostrado actividad sobre las bacterias probadas S. sonnei ATCC 11060, E.
coil ATCC 25992, S. typhimurium ATCC 14028, P. mirabilis ATCC 43011, E.coli R166,

E, coli R170, E. cloacae R819, S. typhi R1330 y S. typhi R1324.

Hernandéz (2003) evaluo el extracto hexanico de Cordia curassavica obserbando
que presentaba actividad sobre las bacterias gram positivas y gram negativas,
posteriormente (2007) este mismo investigador evalud la actividad bactericida del aceite
esencial y los extractos hexanico, cloroférmico y metan6lico mostraron actividad.
Okusa et al (2007) probaron diversos extractos de Cordia guilleti y encontraron que
presentd actividad sobre todos los microorganismos probados; a diferencia de los
resultados obtenidos con las plantas evaluadas en el presente trabajo las cuales no
mostraron actividad sobre las diferentes cepas de bacterias probadas, cinco cepas gram

positivas y seis cepas gram negativas.

En el 2004 Mohsen Abolhassani probo el extracto acuoso de borago en contra de
S. aureus y encontrd resultados positivos, contrario a los resultados que en este trabajo
se obtuvieron con extracto metandlico, no habiendo mostrado actividad, aunque en el
trabajo de Mohsen se reporta actividad sobre S. aureus, en el presente trabajo no se
registro actividad sobre esta bacteria, tal vez por diferencias en la etapa de madurez de

la planta o por condiciones del habitat.
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Los extractos metandlicos de borago también fueron evaluados sobre siete cepas
de dermatofitos y una levadura resultando sin actividad todos los extractos evaluados
contra dichos microorganismos, resultados similares a los obtenidos por Konci¢ et al en
el 2010 donde investigaron las infusiones de Moltkia petraea (Boraginaceae) sobre
diferentes hongos y no obtuvieron actividad fungicida. Sin embargo otra investigacion
realizada por Okusa et al (2007) donde evaluaron el extracto metanolico de C. guilleti
(Boraginaceae) reportan actividad fungicida.  También  Hernandez et al 2007
evaluaron la actividad del aceite esencial de extractos de Cordia curasavica
(Boraginaceae) sobre cinco cepas de hongos y observaron que tenian actividad contra

estos.

A pesar de que las plantas boraginaceas tienen un amplio uso en la medicina
tradicional que van desde enfermedades gastrointestinales (Hernandez, 2003; Okusa et
al, 2007; Hernandez et al, 2007; Perianayagam, 2005) hasta tratamiento topico (Sertie,
2005; Okusa et al, 2007; Hernandez et al, 2007; Benedek et al, 2010) con los resultados
obtenidos con los extractos probados de las plantas evaluadas en el extracto metanolico

no puede validarse dicho uso.

Otra de las actividades evaluadas fue la amebicida donde se obtuvieron
resultados relevantes para los extractos metandélicos de H. amplexicaule, con valores de
ICso de 2y 8 pug/ml para raiz y tallo respectivamente, esto coincide con lo reportado
por Calderdn et al en el 2010 donde evaluaron el extracto etanolico de las ramas de

Bourreria huanita y obtuvieron una ICso de 6 pug/ml y también con el trabajo realizado

88



L CA Catalina] eos Rivas T esis Doctoral

por Tapia-Pérez et al en el 2003 en donde evaluaron la actividad antiprotozoario en
diversas plantas y se encontr6 que T. densiflora fue la mas activa con una ICsy de 69
ug/ml. Se utilizé como control positivo metronidazol con una ICsy de 0.0846 ug/ml,
tomando en cuenta que este es un compuesto puro, los extractos polares de las plantas de
la familia Boraginaceae evaluadas en este trabajo son una alternativa y se sustenta su uso
tradicional para tratar enfermedades gastrointestinales ocasionadas por E. histolytica; al
igual que las otras plantas ya mencionadas correspondientes a esta familia.

(Perianagyagam, 2005; Hernandez et al, 2007; Okusa et al, 2007)

En la basqueda de extractos con actividad en sistemas biol6gicos se han
utilizado las lineas celulares para determinar su citotoxicidad (Sagar et al., 2006). Para
realizar este estudio se utilizaron cultivos confluentes de la linea celular Vero de
mamifero encontrando que el extracto metandlico que present6 la Clso mayor fue el de
raiz de H. amplexicaule con un valor de 250 pug/ml, y los otros extractos presentan una
Clso mayor a una concentracion de 150 ug/ml; un estudio realizado por Sevimli-Gur
(2010) probaron naftaquinonas de Alkanna cappadocica (Boraginaceae) y reportaron
que estos presentaban citotoxicidad con las células estudiadas, entre las que se

encontraban las células Vero.

Considerando la citotoxicidad producida por un extracto o compuesto activo
sobre una linea celular normal se puede determinar su selectividad comparandolo con las
diferentes pruebas biologicas, por este motivo uno de los criterios para considerar la

selectividad del material biologico es el indice de selectividad (IS), donde se ha
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establecido que si el valor de IS es menor a 1.0 indica que la sustancia es mas toxica
para, en este caso las amibas, que para las células normales, si es mayor a 1.0, es mas
citotoxica para las células normales. En este trabajo las IS aproximadas para los

extractos probados oscilan entre 0.008 y 0.7.

Con respecto al Ensayo de Letalidad sobre Artemia salina es una técnica que ha
sido ampliamente utilizada para seleccionar extractos crudos con potencial bioldgico,
debido a que se ha demostrado que el crustaceo es sensible a un amplio rango de
compuestos con actividad biolégica (Meyer et al., 1982; Bastos et al., 2009; Almeida-
Alves et al., 2000; Massele and Nshimo, 1995; Solis et al., 1993; Nieto et al., 2008;
Vanhaeckele et al., 1998). Se ha determinado que esta técnica tiene una posible
correlacion con la pruebas especificas de toxicidad (McLaughlin, 1993), En 2002
Carballo et al demostraron la correlacion establecida previamente entre el ensayo de
letalidad y la citotoxicidad y recomiendan que se realicen ambos ensayos

simultaneamente.

Para evaluar la toxicidad de los extractos metandlicos de C. morelosana, H.
amplexicaule y B. officinalis se utilizd el ensayo de letalidad sobre A. salina y se
obtuvieron valores de Clso superiores a 1,000 ug/ml lo cual indica que el extracto no es

toxico segun la escala reportada (Déciga-Campos et al, 2007).

Los compuestos identificados en este estudio fueron triterpenos, esteroles,

metilesteroles, sesquiterpenlactonas, azucares, lactonas, naftaquinonas, antraquinonas,
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oxhidrilos fenolicos, cumarinas y alcaloides, siendo los alcaloides los que estaban
presentes en todos los extractos obtenidos, lo cual coincide con lo reportado por Gilani
et al (2007) ya que ellos también reportaron la presencia de cumarinas y esteroles en B.
officinalis, también existen otros reportes de la presencia de terpenos, alcaloides
pirrolizados y naftaquinonas (da Silva et al, 2009; Craig D et al, 1986; Ragaa et al, 1986,
Brigham et al, 1999; El-Shazly et al, 1996) y Correia Da Silva et al, 2010 report6 que T.

bicolor (Boraginaceae) es una fuente rica en compuestos fenilicos.

La informacion obtenida con esta investigacion cientifica aporta la actividad
amebicida de las plantas mexicanas estudiadas. Se recomienda continuar con estudios
de estas plantas evaluando extractos de diferente polaridad. Por otro lado con el fin de
aislar los compuestos responsables de la actividad antiamibiana; se requiere realizar el
fraccionamiento y el aislamiento del agente(s) responsable de la actividad bioldgica para

identificar los componentes activos del extracto sobre E. histolytica.
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8 CONCLUSIONES

v De los extractos metandlicos obtenidos de Heliotropium amplexicaule, Cordia
morelosana y Borago officinalis, el que produjo mayor rendimiento fue la parte
aérea de B. officinalis 15.38% y el de menor rendimiento fue el extracto de

corteza de C. morelosana 0.7%.

v" Los extractos metandlicos de H. amplexicaule, C. morelosana y B. officinalis no
mostraron actividad antibacteriana ni antifingica sobre los microorganismos

evaluados.

v’ La toxicidad de los extractos metanolicos de H. amplexicaule, C. morelosana vy

B. officinalis sobre Artemia salina fue negativa a una concentracion de 1 mg/mL.

v' La actividad amebicida més relevante sobre E. histolytica HM1-IMSS, fue la
ejercida por el extracto de raiz de H. amplexicaule con una Clsy de 2ug/mL,

seguido por el de corteza de C. morelosana con una Clsg de 4pg/mL.
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v' En cuanto a la citotoxicidad de los extractos activos de H. amplexicaule, C.
morelosana y B. officinalis sobre la linea celular normal Vero, los mas toxicos
fueron los de flor de H. amplexicaule y corteza de C. morelosana con una Cls

superior a 150 pg/mL.

v' Se identific6 la presencia de triterpenos, esteroles, metilesteroles,
sesquiterpenlactonas, azucares, lactonas, naftaquinonas, antraquinonas,
oxhidrilos fenolicos, cumarinas y los alcaloides se encuentran en todos los

extractos de H. amplexicaule, C. morelosana y B. officinalis.

En base a lo anterior podemos resaltar que el extracto metanolico de raiz de H.
amplexicaule presenta una actividad relevante sobre E. histolytica HM1-IMSS con

una Clsg de 2 ug/mL y con una muy baja citotoxicidad sobre células VVero con una

Clso de 250 pg/mL.
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