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RESUMEN

La enfermedad de Chagas, causada por el protozoario Trypanosoma cruzi,
representa un importante problema de salud publica en América Latina ya que afecta
alrededor de 8 millones de personas. El tratamiento comun para esta enfermedad es el
uso de nifurtimox y benznidazol. No obstante, estos farmacos presentan baja eficacia
clinica segun la fase de la enfermedad y el genotipo del parésito, generan diversos
efectos colaterales adversos y se ha demostrado que son citotdxicos y genotoxicos; por
lo cual es necesaria la busqueda de nuevos tratamientos alternativos. Por este motivo,
el objetivo general de este trabajo fue identificar compuestos quimicos presentes en
extractos de plantas de uso medicinal con actividad bioldgica contra la forma
epimastigote de T. cruzi. Para esto primeramente se obtuvieron los extractos
metanodlicos de Schinus molle, Marrubium vulgare y Eryngium heterophyllum
mediante extracciones Soxhlet y se procedio a evaluar su actividad tripanosomicida
sobre epimastigotes de la cepa Nuevo Ledn, asi como su actividad citotoxica, toxica y
hemolitica sobre células Vero, Artemia salina y eritrocitos humanos respectivamente.
El extracto de S. molle fue el que presentd la mejor actividad tripanosomicida (CLso
94 pg/mL, IS 2.25), por consiguiente, se selecciond este extracto para particionarlo
mediante extracciones Soxhlet contintias con hexano, cloroformo y metanol. Se evaluo
la actividad de las particiones. Las particiones hexanica y cloroférmica fueron las que
presentaron la mejor actividad tripanosomicida (CLso 49 pg/mL, IS 1.74 y CLso 20
pug/mL, IS 5.6), por lo cual se seleccionaron para fraccionarlas mediante
cromatografias en columna. La fraccion colectiva FC3C1 fue la que presentd la mejor
actividad tripanosomicida (CLso 21 pg/mL, IS 6.19), por tal motivo se procedio a
identificar los compuestos quimicos presentes en ella mediante GC-MS. Se
identificaron un total de 20 compuestos presentes en la fraccion. Se ha reportado que
uno de los compuestos identificados, el epdxido trans-Z-alfa-bisaboleno, presenta alta
actividad contra Leishmania sp. por consiguiente se considera que este compuesto
podria ser uno de los responsables de la actividad tripanosomicida. No obstante, para
identificar con certeza cuales son los compuestos que presentan la actividad
tripanosomicida habra que continuar con el fraccionamiento biodirigido o adquirir de

manera comercial los compuestos identificados y evaluarlos.
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ABSTRACT

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, represents a
major public health problem in Latin America, affecting around 8 million people. The
common treatment for this disease is the use of nifurtimox and benznidazole. However,
these drugs have low clinical efficacy depending on the stage of the disease and the
genotype of the parasite, they generate various adverse side effects, and they have been
shown to be cytotoxic and genotoxic. Therefore, it is necessary to search for new
alternative treatments. For this reason, the general objective of this work was to
identify chemical compounds with biological activity against the epimastigote form of
T. cruzi in medicinal plant extracts. For this, the methanolic extracts of Schinus molle,
Marrubium vulgare and Eryngium heterophyllum were obtained by Soxhlet
extractions and their trypanosomicidal activity was evaluated on epimastigotes of the
Nuevo Ledn strain, as well as their cytotoxic, toxic, and hemolytic activity on Vero
cells, Artemia salina and human erythrocytes, respectively. The S. molle extract was
the one that presented the best trypanosomicidal activity (LCso 94 pg/mL, SI 2.25), for
which this extract was selected for partitioning by continuous Soxhlet extractions with
hexane, chloroform, and methanol. The trypanosomicidal, cytotoxic, toxic, and
hemolytic activity of the partitions were evaluated. The hexane and chloroform
partitions were those that presented the best activity (LCso 49 pg/mL, SI 1.74 and LCso
20 pg/mL, Sl 5.6), for which these partitions were selected to be fractionated by
column chromatography. The collective fraction FC3C1 was the one that presented the
best trypanosomicidal activity (LCso 21 pg/mL, 1S 6.19), for this reason the chemical
compounds present in it were identified by GC-MS. A total of 20 compounds present
in the fraction were identified. It has been reported that one of the identified
compounds, the trans-Z-alpha-bisabolene epoxide, has high activity against
Leishmania sp. for which it is thought that this compound could be one of those
responsible for the trypanosomicidal activity. However, to identify with certainty
which are the compounds that present the trypanosomicidal activity, it will be
necessary to continue with the biodirected fractionation or to acquire commercially the

identified compounds and to evaluate them.
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INTRODUCCION

La tripanosomiasis americana o mejor conocida como la enfermedad de Chagas
(ECH) es una enfermedad zoonOtica parasitaria causada por el protozoario
hemoflagelado Trypanosoma cruzi. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
calcula que hay alrededor de 8 millones de personas con esta enfermedad en el mundo.
Asimismo, se estima que méas de 10,000 personas mueren cada afio a causa de ella y

que mas de 25 millones corren el riesgo de contraerla (OMS 2020).

La ECH se presenta principalmente en regiones endémicas de 21 paises de
América Latina, donde se incluye México. No obstante, en los ultimos afios se ha
presentado con mayor frecuencia en Estados Unidos de América, Canada, diversos
paises de Europa y algunos del Pacifico Occidental, esto debido a la movilidad de la
poblacion, la urbanizacion y la migracion (OMS 2020).

La principal forma de adquirir el parasito en regiones endémicas, como Ameérica
Latina, es a través del contacto con las heces del insecto vector infectado, el cual es un
hematofago de la subfamilia Triatominae conocido comunmente como chinche, que
defeca cuando se alimenta de la sangre de los humanos. Trypanosoma cruzi también
se transmite por transfusiones sanguineas, trasplantes de 6rganos y de forma congenita;
estas son las principales formas de infeccion en zonas urbanas y en paises no
endémicos de la enfermedad. Asimismo, T. cruzi se puede trasmitir a través del
consumo de alimentos contaminados con el parésito ya sea por las heces u orina de los

triatominos y mediante accidentes de laboratorio (OMS 2020).

Una vez que se adquiere al parasito, en la ECH comunmente se distinguen dos
fases clinicas, la aguda y la cronica. En la fase aguda el paréasito se encuentra en
circulacion en el torrente sanguineo. Esta fase se presenta inmediatamente después de
la infeccion y puede durar varias semanas 0 meses, hasta que es negativa la parasitemia
detectada microscOpicamente. Puede ser asintomatica o presentar sintomas
inespecificos como fiebre, cefalea y malestar general. En algunos casos pueden
aparecer lesiones cutaneas en el sitio de inoculacién, conocidos como chagomas, o un
edema bipalpebral unilateral acompafado de conjuntivitis, que se conoce como signo
de Romafia. La muerte durante esta fase es poco comun y sucede principalmente por
meningoencefalitis o miocarditis, lo cual es mas frecuente en pacientes

inmunodeprimidos y nifios pequefios (Molina et al. 2016).



La fase crénica comienza cuando la parasitemia cesa y ya no puede detectarse
microscopicamente y las pruebas seroldgicas son positivas, esto sucede alrededor de
1-2 meses después de la infeccion. Durante esta fase la mayoria de las personas son
asintomaticas, sin embargo, alrededor del 30-40% manifiestan complicaciones
cardiacas, digestivas 0 mixtas décadas después de la infeccion, las cuales pueden

ocasionar la muerte de la persona (Molina et al. 2016).

En la actualidad de manera comercial solo existen dos farmacos para tratar la
ECH, estos son el nifurtimox y benznidazol. No obstante, estos son inadecuados ya
que son poco eficaces durante la fase cronica de la enfermedad, deben utilizarse por
largos periodos de tiempo y presentan frecuentemente efectos secundarios tales como
sintomas gastrointestinales como pérdida de peso, nauseas y vomito; alteraciones
hematoldgicas como disminucion del nimero de leucocitos, granulocitos y plaquetas;
alteraciones dermatologicas como eczema, rash y sindrome de Steven-Jhonson y
alteraciones neurologicas como polineuropatias, por lo cual muchos pacientes
abandonan el tratamiento (Jaramillo et al. 2017); ademas de que se ha demostrado que
tanto el nifurtimox como el benznidazol son citotoxicos y genotoxicos (Buschini et al.
2009), por lo cual la busqueda de nuevos tratamientos alternativos es de suma

importancia.

No obstante, el desarrollo de nuevos medicamentos antiparasitarios no ha sido
prioridad para la industria farmacéutica ya que muchas de las enfermedades
parasitarias se presentan en paises pobres donde la gente no puede pagar un alto precio
por los medicamentos. Una alternativa a los medicamentos sintéticos es la basqueda
de extractos de plantas con actividad antiparasitaria o metabolitos secundarios
derivados de ellos (Wink 2012). Se sabe que mas del 25% de los medicamentos
utilizados durante las Gltimas tres décadas proceden directamente de plantas, mientras
que otro 25% son derivados de productos naturales, quimicamente modificados.
Asimismo, cabe mencionar gue de las aproximadamente 250,000 plantas que hay en
el mundo, solamente entre el 5-15% han sido investigadas para buscar compuestos

bioactivos (Rivas-Morales et al. 2016).

Por estas razones, un buen punto de partida para buscar productos naturales con
actividad contra T. cruzi seria investigar algunas plantas mexicanas medicinales tales

como Schinus molle, Marrubium vulgare y Eryngium heterophyllum.



ANTECEDENTES
Generalidades de T. cruzi

En 1909, el investigador brasilefio Carlos Chagas descubri6 al parasito T. cruzi
en monos Yy en el triatomino Panstrongylus megistus en el municipio de Lassance en
Brasil, mientras realizaba trabajos para controlar la malaria. Mas adelante, observé al
parésito en un lactante y describi6 el ciclo bioldgico, la patologia, y la epidemiologia
de este parésito (Apt 2013).

Trypanosoma cruzi es un protozoario parasito hemoflagelado perteneciente a la
familia Trypanosomatidae, el cual desarrolla su ciclo biol6gico en dos hospederos
distintos. Uno es un invertebrado, representado por insectos hematofagos de la
subfamilia Triatominae, principalmente de los géneros Triatoma, Rhodnius y
Panstrongylus (Figura 1); y el otro hospedero es un vertebrado, representado por

mamiferos como el ser humano y animales silvestres y domésticos (Apt 2013).

\

Triatoma dimidiata Rhodnius prolixus Triatoma infestans

Figura 1. Principales especies de triatominos vectores de T. cruzi en América. Imagen tomada de Guhl
(2009).

Durante su ciclo biologico, T. cruzi presenta cuatro estadios: epimastigote,
tripomastigote metaciclico, tripomastigote sanguineo y amastigote, segin el hospedero

y lugar en donde se encuentra (Figura 2) (Apt 2013).

El epimastigote, se divide por fisién binaria en el del tubo digestivo del
triatomino; es de aspecto fusiforme, con cinetoplasto y flagelo anterior al nacleo y
presenta una corta membrana ondulante; esta forma también se desarrolla en medios
de cultivo artificiales. Los tripomastigotes tanto metaciclicos como sanguineos son

fusiformes, miden alrededor de 20 um, estdn provistos de flagelo, cinetoplasto
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localizado posterior al nicleo y una membrana ondulante a lo largo de su cuerpo. Los
tripomastigotes metaciclicos son la forma infectiva para los vertebrados y se
encuentran en el intestino posterior del vector. Mientras que los tripomastigotes
sanguineos se encuentran en la sangre del mamifero infectado y son los responsables
de infectar al vector durante su alimentacién. Por ultimo, el amastigote, el cual
constituye la forma de division intracelular en los tejidos del hospedero mamifero, se
encuentra frecuentemente en los tejidos del muasculo cardiaco y del sistema
neurovegetativo del tubo digestivo, es redondo, mide de 2-4 um, posee nucleo y
cinetoplasto (Vargas 2005).

’,

A) B)

Figura 2. Estadios de T. cruzi. A) Epimastigote; B) Tripomastigote sanguineo; C) Amastigotes.
Imégenes tomadas del CDC (2019).

El ciclode T. cruzi inicia cuando el triatomino pica al mamifero para alimentarse
de sangre y libera tripomastigotes metaciclicos en sus deyecciones cerca del sitio de la
herida. Los tripomastigotes metaciclicos ingresan al hospedero por la herida que
genera el triatomino al alimentarse o a través de membranas mucosas. Una vez que
ingresan al hospedero, los tripomastigotes metaciclicos penetran las células cercanas
al lugar de inoculacion y se transforman en amastigotes, los cuales se dividen por fision
binaria. Los amastigotes se transforman en tripomastigotes sanguineos y se liberan al
torrente sanguineo. Los tripomastigotes sanguineos pueden infectar células de diversos
tejidos y se transforman en amastigotes en los nuevos sitios de infeccion.
Posteriormente, un nuevo triatomino se puede infectar al alimentarse de sangre del
mamifero que presenta los tripomastigotes sanguineos circulantes. Los tripomastigotes
ingeridos se convierten en epimastigotes en el intestino medio del triatomino, los
cuales se dividen por fision binaria longitudinal y se transforman en tripomastigotes

metaciclicos en el intestino posterior en un plazo de 15-30 dias (Figura 3) (CDC 2019).



Trypanosoma cruzi infecta naturalmente a més de 180 especies de mamiferos,
las cuales pertenecen a los oOrdenes Cingulata (armadillos), Rodentia (roedores),
Lagomorpha (conejos), Chiroptera (murciélagos), Pilosa (0sos perezosos Yy
hormigueros), Didelphimorphia (marsupiales), Carnivora (mapache), Primates y
Perisodactyla (Garcia-Jordéan et al. 2015).

Asimismo, T. cruzi también infecta al ser humano que, ademas de sufrir la
enfermedad, actla como reservorio. Los reservorios peridomésticos y domésticos de
este parésito son Felis domesticus (gato), Canis familiaris (perro), Oryctolagus
cuniculus (conejo), Sus scrofa (cerdo) Capra hyrcus (cabra) y Cavia porcellus (curi),
mientras que los reservorios sinantropicos son Mus musculus (raton), Rattus

norvegicus (rata parda) y Rattus rattus (rata negra) (Garcia-Jordan et al. 2015).
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Figura 3. Ciclo biolégico de T. cruzi en triatominos y en el humano. Imagen tomada de Uribarren

(2018).

Generalidades de la enfermedad de Chagas

La OMS estima que hay 8 millones de personas infectadas por T. cruzi en el

mundo. Asimismo, se calcula que mas de 10,000 personas mueren cada afio a causa
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de la ECH y que mas de 25 millones de personas corren el riesgo de contraer esta
enfermedad (OMS 2020).

La ECH se presenta principalmente en América Latina. Sin embargo, en las
ultimas décadas se ha diseminado a otros continentes (Figura 4) (OMS 2019). Lo
anterior, como resultado de la migracion, puesto que los migrantes son considerados
un factor clave para la diseminacion de esta enfermedad a otros paises (Gascon et al.
2010), debido a que la prevalencia de la ECH en los paises no endémicos es
proporcional a la cantidad de inmigrantes que provienen de zonas endémicas, mientras
que la prevalencia de portadores estd determinada, a su vez, por la prevalencia de la
enfermedad en el pais de origen (Lucas y Barba 2009). En un estudio realizado en
migrantes, se encontraron las siguientes seroprevalencias en las personas de acuerdo
con su pais de origen: Guatemala 37.5%, Honduras 22.6%, El Salvador 16% y México
8.7% (Montes-Rincon et al. 2018).
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Figura 4. Distribucion geogréafica y casos estimados de enfermedad de Chagas en zonas no endémicas.
Imagen tomada de Rassi (2010).

En América Latina T. cruzi se transmite principalmente por la via vectorial, al
tener el ser humano contacto con las heces u orina infectadas de los triatominos. Sin
embargo, este parasito también se puede transmitir a través de transfusiones de sangre,
trasplantes de érganos, verticalmente de la madre infectada al hijo durante el embarazo,
por ingesta accidental de alimentos contaminados con este parasito y por accidentes
de laboratorio (OPS 2018).



En un estudio realizado en donantes de sangre en el Hospital de Cardiologia del
Instituto Mexicano del Seguro Social en Monterrey, Nuevo Ledn, se analizaron 1,000
muestras de sangre de donantes sanos para determinar la seroprevalencia de
anticuerpos anti-T. cruzi, encontrandose una seropositividad del 2.8% (Galaviz-Silva
et al. 2009). Por otra parte, en otro estudio donde se realiz6 la deteccidn seroldgica de
la infeccion por T. cruzi, se analizaron las muestras de 520 mujeres embarazadas y
recién nacidos en el Hospital General Regional de Ledn, Guanajuato, encontrandose
una prevalencia del 4% en las madres, asimismo por medio de PCR se detectaron
cuatro casos de recién nacidos positivos (Montes-Rincon et al. 2016).

Una vez que se adquiere al parasito, en la ECH cominmente se distinguen dos
fases clinicas, una aguda y una crénica. Ambas fases pueden ser asintomaticas o ser

potencialmente mortales (OMS 2019).

La fase aguda se presenta en las primeras semanas o los primeros meses de la
infeccion. Durante esta fase el parasito se encuentra circulando en sangre en cantidades
detectables. Generalmente esta fase pasa inadvertida por ser asintomatica o presentar
solo signos y sintomas leves que no son exclusivos de la ECH. Los sintomas pueden
incluir fiebre, fatiga, mialgia, cefalea y sarpullido, mientras que los signos pueden ser
un leve agrandamiento del bazo o higado, inflamacion de los ganglios e inflamacion
local en el sitio por donde el parasito ingreso al cuerpo, lo que se conoce como
chagoma. EIl signo mas representativo de la ECH en la fase aguda se conoce como
signo de Romafia, el cual consiste en un edema palpebral unilateral del lado de la cara
donde el vector se alimentd y defeco (Figura 5). Si los sintomas se presentan durante
la fase aguda, por lo regular cesan por si solos en algunas semanas o meses. Durante
la fase aguda, en raras ocasiones los nifios pequefios mueren (<5%) por miocarditis o
meningoencefalitis. Asimismo, esta fase también puede ocasionar complicaciones

graves en las personas con el sistema inmunitario debilitado (CDC 2017).



Figura 5. Signo de Romafia, signo distintivo de la enfermedad de Chagas. Imagen tomada del CDC
(2017).

Después de la fase aguda, se presenta la fase crdnica, esta fase se desarrolla de
10 a 30 afios posteriores a la infeccion inicial. Durante esta fase los parasitos penetran
y se multiplican en las células de los tejidos, particularmente del sistema nervioso
autonomo y de los masculos no estriados. La infeccion puede mantenerse asintomatica
durante muchos afios o inclusive durante toda la vida. No obstante, algunas personas
pueden presentan complicaciones cardiacas, como agrandamiento del corazon,
insuficiencia cardiaca, alteraciones del ritmo o frecuencia cardiaca y en algunas
ocasiones paros cardiacos, lo cual puede ocasionar la muerte subita de la persona
afectada; asimismo algunas personas pueden presentar complicaciones intestinales,
como agrandamiento del es6fago o del colon, las cuales pueden causar dificultades
para comer o defecar. Estas complicaciones cardiacas e intestinales se presentan en

aproximadamente el 30% de los casos (CDC 2017).

Tratamiento contra la enfermedad de Chagas

Para tratar la ECH Unicamente existen dos farmacos, el benznidazol y el
nifurtimox (Figura 6). No obstante, estos farmacos son inadecuados ya que presentan
frecuentemente efectos secundarios graves, deben usarse por largos periodos de
tiempo y son poco eficaces contra la infeccidn crénica, ya que la efectividad del
tratamiento parece disminuir con el tiempo desde la infeccién primaria, por lo cual la

deteccidn temprana es crucial (McPhee et al. 2013).

El nifurtimox fue el primer farmaco utilizado para tratar la ECH y se administra

por via oral en tres o cuatro dosis durante 60 a 90 dias. Este farmaco presenta buena



efectividad en la fase aguda, sin embargo, las tasas de curacion en la fase cronica
indeterminada varian del 86% en nifios menores de 14 afios a 7— 8% en adultos.
Mientras que el porcentaje de personas que presentan efectos adversos al estar bajo
este tratamiento varia del 43-97.5%. Los efectos adversos mas comunes son trastornos
neuroldgicos como desorientacion, irritabilidad, parestesias, insomnio, cambios de
humor y neuropatia periférica; manifestaciones digestivas como vomito, nauseas,
anorexia y pérdida de peso; y en algunas ocasiones fiebre y erupcion cutanea. Por lo
cual, el tratamiento se suspende en el 14.5-57.5% de los casos (Pérez-Molina y Molina
2018).

Generalmente se prefiere el uso del benznidazol sobre el nifurtimox debido a su
mejor perfil de tolerabilidad, penetracion en el tejido y eficacia. Este se administra por
via oral en dos o tres dosis, comunmente durante 60 dias. EI benznidazol presenta
buena actividad durante la fase aguda de la infeccion. La curacion serologica en
pacientes con la enfermedad congénita se consigue hasta en el 100% de los casos
cuando estos son tratados durante el primer afio de vida, asimismo durante la fase
aguda se consigue una tasa de curacion del 76%. Sin embargo, en la fase cronica, las
tasas de curacion son mucho mas bajas, varian del 60-93% en nifios de hasta 13 afios,
y del 2-40% en adultos. Los efectos adversos mas comunes de este farmaco incluyen
hipersensibilidad, principalmente en forma de erupcion cutanea (29-50%), problemas
digestivos (5-15%) y sintomas generales como anorexia, fatiga, dolor de cabeza y
trastornos del suefio (40%). También genera neuropatia y depresion de la médula 6sea,
sin embargo, estos efectos adversos no son muy comunes. Con este farmaco, el

tratamiento se interrumpe en el 9-29% de los casos (Pérez-Molina y Molina 2018).

En diversos estudios se ha demostrado que el nifurtimox y benznidazol presentan
actividad cancerigena y mutagénica significativa, ademas de producir supresion de la
medula 6sea y hepatotoxicidad. Ambos farmacos son compuestos heterociclicos que
presentan un grupo nitro en su estructura. Los compuestos del grupo de los
nitrofuranos, al cual pertenece el nifurtimox, no interacttan directamente con el ADN,
sino que necesitan ser activados metabdlicamente mediante enzimas hidroxilaminas
que reducen su grupo funcional nitro. La accion tripanosomicida del nifrutimox se
debe a la formacion de radicales nitro-anién que interacttan con el ADN del parasito
y producen su rompimiento; ademas durante este proceso se produce la formacion de

radicales de peroxinitrato y especies reactivas de oxigeno, los cuales son los causantes
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de la alta toxicidad de este farmaco y de su potencial efecto mutagéenico, genotoxico y
cancerigeno. Por otra parte, los compuestos del grupo de los nitroimidazoles, al cual
pertenece el benznidazol, deben su efecto a la reduccion del grupo funcional nitro, asi
como a la produccién de derivados hidroxilamina y radicales nitro-anion, los cuales
desestabilizan la doble hélice del ADN y ocasionan el rompimiento de este. Lo cual

explica el efecto mutagénico de este farmaco (Jaramillo et al. 2017).

Ademas, en diversos estudios realizados se ha encontrado que tanto el nifurtimox
como el benznidazol generan ciclos de oxidoreduccién que producen aniones
superoxido y radicales hidroxilo, los cuales son altamente nocivos para las células.
Asimismo, se ha encontrado que ambos farmacos pueden producir efectos genotoxicos
significativos en células humanas, siendo las dosis mas bajas requeridas para de
generar dafio en el ADN las que se encuentran normalmente dentro de las
concentraciones plasmaticas de personas tratadas con estos farmacos. De igual manera,
se ha demostrado que el benznidazol puede generar recombinacion mitotica en cepas
diploides del hongo Aspergillus nidulans, la cual posiblemente ocurre por la induccién
de rompimientos en los cromosomas. Esto explica el efecto carcinogénico que presenta

este farmaco (Jaramillo et al. 2017).

Es importante mencionar que, de estos dos medicamentos solamente el
benznidazol esta aprobado por la organizacion Food and Drug Administration (FDA)
de Estados Unidos para tratar la ECH en pacientes de 2-12 afios. Mientras que el uso
del benznidazol para tratar un paciente fuera del rango de edad de 2-12 afios, se basa
en el diagnostico clinico y la decision de un médico. El nifurtmox no esta aprobado
actualmente por la FDA debido a su toxicidad (CDC 2019).
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Figura 6. Farmacos utilizados contra la enfermedad de Chagas. A) Nifurtimix; B) Benznidazol.
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Importancia de la etnobotanica

El uso de plantas medicinales es una practica ancestral que ha sido utilizada para
tratar diferentes tipos de padecimientos (Rodriguez y Barreto 2015). Actualmente,
alrededor del 80% de las personas utilizan cotidianamente la medicina tradicional para
satisfacer sus necesidades de atencion primaria de salud mediante el uso de extractos

de plantas o sus principios activos (Bermudez et al. 2005).

Durante las Gltimas décadas mas del 25% de los medicamentos utilizados
proceden directamente de las plantas, mientras que otro 25% son derivados de
productos naturales, quimicamente modificados. Asimismo, es importante mencionar
que de las aproximadamente 250,000 plantas medicinales que existen solamente se
han investigados entre el 5% al 15% para buscar compuestos bioactivos. Por lo que se
enfatiza el gran potencial que tienen las plantas en la busqueda de nuevos

medicamentos (Rivas-Morales et al. 2016).

El estudio de las plantas medicinales para beneficio del hombre forma parte de
la etnoboténica (Bermuadez et al. 2005). Para estudiar la actividad biologica de una
planta es necesario extraer los principios activos de esta. La manera mas sencilla para
realizar esto es mediante una infusion o decoccion. Sin embargo, para analizar las
propiedades biologicas de una planta, es preferible recurrir a métodos de extraccion
mas complejos, que sean reproducibles. Los métodos de extraccion mas utilizados son
la maceracion en frio o en calor, la lixiviacion, el uso del aparato Soxhlet y la

destilacion por arrastre por vapor de agua (Rivas-Morales et al. 2016).

Posteriormente, si se quiere obtener los compuestos responsables de la actividad
bioldgica, se puede realizar un asilamiento biodirigido. Este proceso consiste en el
fraccionamiento de la muestra mediante diversas técnicas como extracciones Soxhlet
continuas con solventes de distintas polaridades, cromatografias en columna, entre
otras. Seguido se realiza el analisis mediante bioensayos de las fracciones obtenidas
para identificar aquellas que contienen los compuestos activos y continuar su
fraccionamiento hasta obtener los compuestos puros. Sin embargo, debe tenerse en
cuenta que muchas veces la actividad de un extracto se debe al sinergismo de los
compuestos presentes en la muestra, por lo cual en algunos casos durante el

asilamiento biodirigido se pierde la actividad del extracto (Castro 2016).
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Generalidades de S. molle

Schinus molle L., cominmente conocido como pirul, es un &rbol perennifolio
de la familia Anacardiacea que mide normalmente 4-8 m de altura, pero puede llegar
a medir hasta 15 m. Es originario de Peru, pero actualmente se encuentra distribuido
en México, Centroamérica y algunas partes de Estados Unidos (Luna, 2012). Es una
especie dioica, por lo cual presenta arboles femeninos que sélo producen flores
pistiladas de las cuales derivan los frutos y arboles masculinos que sélo producen
flores estaminadas. En México, los arboles de ambos sexos usualmente tienen flores
durante todo el afio, no obstante, sdlo los arboles femeninos producen frutos en todas

las estaciones (Figura 6) (Ramirez et al. 2015).

En la herbolaria mexicana se consumen las hojas de esta planta en forma de
infusion para el tratamiento de enfermedades respiratorias, estomacales, hepaticas y
reumaticas, ademas de tener actividad cicatrizante (Ramirez et al. 2015). De igual
manera se ha utilizado en la medicina popular como antiséptico tépico, antibacteriano,
antifungico, antiviral, antioxidante, antiinflamatorio, antitumoral, antiespasmaédico y
como analgésico (Martins et al. 2014).

Ademas, se ha demostrado que posee actividad tripanosomicida contra
epimastigotes de T. cruzi. Molina-Garza et al. (2014) reportaron una CLso de 16.31
pg/mL sobre la cepa CL Brener, mientras que Pérez et al. (2017) reportaron una CLsg

de 827 pg/mL sobre la cepa de Nuevo Leon.

Figura 7. Schinus molle. A) Arbol; B) Hojas y frutos.
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Generalidades de M. vulgare

Marrubium vulgare L., cominmente conocido como marrubio, es una hierba
perenne de la familia Lamiaceae. Es originaria de la India, pero actualmente se
encuentra extensamente cultivada en las regiones templadas de ambos hemisferios.
Crece junto a los caminos, al borde de los campos, al pie de los muros y en terrenos
abandonados. Es una planta lefiosa de 30 a 80 cm de alto, con gran cantidad de tallos
cuadrados, simples o un poco ramificados, hojas redondeadas con bordes festoneados
y nervaduras en redecilla. Presenta flores blancas las cuales se agrupan en gran nimero
en las axilas de las hojas superiores. Toda la planta tiene un color blanquecino debido
a que presenta abundantes vellosidades, ademas desprende un olor caracteristico de la
planta (Figura 7) (Haiek y Tillett 2004).

Las hojas y los tallos florales jovenes de esta planta se usan en la medicina
tradicional comUnmente para tratar bronquitis, tos y resfriados. Ademas, posee efectos
antisépticos, antiespasmaodicos, antidiabéticos y diuréticos (Boudjelal et al. 2012).
Asimismo, se ha demostrado que tiene actividad tripanosomicida contra epimastigotes
de T. cruzi. Molina-Garza et al. (2014) reportaron una CLso de 22.66 pug/mL sobre la
cepa CL Brener, mientras que Pérez et al. (2017) reportaron una CLso de 647 pg/mL

sobre la cepa de Nuevo Leon.

Figura 8. Marrubium vulgare.
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Generalidades de E. heterophyllum

Eryngium heterophyllum E., comUnmente conocida como hierba del sapo, es
una hierba perenne pertenece a la familia Apiaceae. Mide de 20 a 60 cm de alto, con
inflorescencias ramificadas a manera de panicula y flores numerosas de color azul a
blanco (Figura 8). Se puede encontrar a la orilla de caminos, canales, en potreros,
terrenos abandonados y areas con disturbio. En México presente una distribucion
geografia amplia, encontrandose en muchos Estados del pais (Garcia-Ruiz 2013).

A esta planta se le atribuyen propiedades terapéuticas, en el tratamiento de
diabetes, hipercolesterolemia y artritis (Carredn-Sanchez et al. 2013). Asimismo, se
ha demostrado que posee actividad tripanosomicida contra epimastigotes de T. cruzi,
ya que Molina-Garza et al. (2014) reportaron una CLsg de 11.24 pug/mL sobre la cepa
CL Brener.

Figura 9. Eryngium heterophyllum.
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JUSTIFICACION

La ECH, causada por el protozoario T. cruzi, afecta alrededor de 8 millones de
personas y causa aproximadamente 10,000 muertes al afio. Asimismo, se estima que
25 millones de personas estan en riesgo de contraer esta enfermedad, por lo cual
representa un importante problema de salud pablica en América Latina. Actualmente
el tratamiento comun para esta enfermedad consiste solamente en el uso de nifurtimox
y benznidazol. Sin embargo, estos farmacos presentan baja eficacia clinica durante la
fase cronica de la enfermedad, generan diversos efectos colaterales adversos, son
citotoxicos y genotoxicos, y ademas se ha reportado que algunas cepas de T. cruzi
presentan resistencia ante estos farmacos; por estas razones es necesaria la busqueda
de nuevos tratamientos alternativos para tratar esta enfermedad. Las plantas poseen un
gran potencial para obtener nuevos medicamentos, por lo cual la busqueda de nuevos
compuestos tripanosomicidas en plantas, tales como S. molle, M. vulgare y E.

heterophyllum es una opcion muy factible.
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HIPOTESIS

Los extractos metandlicos de S. molle, M. vulgare y E. heterophyllum poseen
compuestos quimicos que presentan actividad bioldgica contra la forma epimastigote
de T. cruzi.
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OBJETIVOS

General

v' Identificar compuestos quimicos presentes en los extractos de S. molle, M.
vulgare o E. heterophyllum con actividad biologica contra la forma

epimastigote de T. cruzi.

Especificos

1. Evaluar la actividad tripanosomicida, citotoxica, toxica y hemolitica de los
extractos metanolicos de S. molle, M. vulgare y E. heterophyllum.

2. Aislar de forma biodirigida los compuestos bioactivos del extracto que
presente la mejor actividad tripanosomicida.

3. Identificar los compuestos presentes en la fraccion con la mejor actividad

bioldgica contra T. cruzi.
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MATERIAL Y METODOS
Obtencidon del material vegetal

Las plantas de estudio se seleccionaron con base en estudios previos que reportan
que poseen actividad tripanosomicida (Molina-Garza et al. 2014; Pérez et al. 2017).
Schinus molle, M. vulgare y E. heterophyllum fueron colectadas en la localidad de
Cadereyta Jiménez, Nuevo Ledn, México durante el mes de junio del 2020. Una vez
colectadas, un ejemplar de cada planta se llevo al herbario de la Facultad de Ciencias
Biologias de la UANL para su identificacion y asignacion de nimero de folio.

Obtencion de los extractos metanodlicos mediante extraccion Soxhlet

La parte aérea de las plantas (hojas, tallos y flores) se dejo secar a temperatura
ambiente. Una vez secas se trituraron con la ayuda de un molino manual. Se pesaron
25 g del material vegetal en un cartucho de celulosa, el cual se colocd en el extractor
Soxhlet. Como solvente de extraccion se emplearon 500 mL de metanol absoluto. El
extractor Soxhlet se monto sobre un agitador magnetico para obtener agitacion
constante (Figura 10). La extraccion se mantuvo por 48 h. Una vez terminado el tiempo
de extraccion se dejaron enfriar los extractos a temperatura ambiente y despues se
filtraron con la ayuda de un papel filtro (Whatman N°1). Posteriormente, se
concentraron por medio de una evaporacién a vacio mediante un rotavapor (Yamato
Scientific RE-301-BOV) hasta obtener un volumen aproximado de 30 mL. Después se
pasaron a un frasco y se dejé evaporar la totalidad del solvente a temperatura ambiente.

Finalmente se almacenaron los extractos a 4 °C hasta su utilizacion.

Figura 10. Extracciones Soxhlet.
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Evaluacion de la actividad tripanosomicida sobre epimastigotes

La cepa Nuevo Ledn de T. cruzi fue donada amablemente por la Biol. Lidia
Bayldon del CINVESTAV-CDMX. Esta se cultivo en el medio Liver Infusion Tryptose
(LIT) enriquecido con 10% de suero fetal bovino (Gibco, Estados Unidos). Se cosech6
durante la fase de crecimiento exponencial, cuando los parésitos alcanzaron una
densidad de 1.0x108 epimastigotes/mL (Valencia et al. 2011).

Se preparé una solucion stock con 10-25 mg de cada uno de los
extractos/particiones/fracciones disueltos en dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-
Aldrich). A partir de dicha solucion stock se realizaron diluciones seriadas. La
concentracion de DMSO final en las concentraciones empleadas fue menor al 1%
(Molina-Garza et al. 2014).

Los bioensayos se realizaron por duplicado en una placa estéril de 96 pozos. En
cada pozo se depositaron 190 uL del medio LIT con 1.0x10° epimastigotes/mL y 10
uL de cada una de las diferentes concentraciones de cada extracto/particion/fraccion
con tres repeticiones de cada uno de los tratamientos. Para los extractos crudos se
evaluaron concentraciones finales de 1500-10 pg/mL; para las particiones de 1000-10
Hg/mL; mientras que para las fracciones 200-10 pg/mL. Como blanco se utilizé medio
LIT sin parasitos y cada una de las concentraciones del extracto/particion/fraccion,
como control positivo nifurtimox (10-50 pg/mL) (Sigma-Aldrich) y como control
negativo DMSO 1 % con un volumen igual al de los extractos. Las microplacas se
incubaron por 72 h a 28 °C. El nimero de epimastigotes vivos se determind mediante
el método colorimétrico del bromuro de 3-(4,5dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
(MTT) (Sigma-Aldrich). Después de la incubacién se adicionaron a cada pozo 10 uL
de MTT a una concentracion de 5 mg/mL con metosulfato de fenazina (PMS) (Sigma-
Aldrich) a una concentracion de 0.22 mg/mL y se incubo la microplaca a 28°C por 75
min. Posteriormente, para la extraccion del formazan a cada pozo se le agregaron 100
uL de duodecil sulfato de sodio (SDS) al 10% - 0.1N HCI y la microplaca se dejo
incubar por 4 h (Muelas-Serrano et al. 2000) (Figura 11). EI nimero de epimastigotes
vivos se determin indirectamente al obtener la densidad Optica a 595 nm en un lector

de microplacas (Biochrom Asys UVM-340) y utilizarse la siguiente formula:

(Ac - Am) - (Ap - Apm)

100
A. — A, X

Porcentaje de mortalidad =
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Donde:
A = Promedio de las absorbancias del control negativo
Am = Promedio de las absorbancias del medio LIT solo
Ap= Promedio de las absorbancias de cada tratamiento
Apm = Promedio del blanco de cada tratamiento

Los resultados se expresaron como la concentracion letal 50 (CLso) y 90 (CLgo),
la cual corresponde a la concentracién en la que ocurre el 50 % y 90% de la muerte de
los parasitos respectivamente, con un 95% de confianza. Estas concentraciones se
determinaron al realizar un analisis de regresion dosis-respuesta en el programa SPSS
25.0 con un intervalo de confianza del 95% (Al-Adhroey et al. 2010).

Los extractos/particiones/fracciones se clasificaron como altamente activos
(CLso <10 pg/mL), activos (CLsp>10<50 pg/mL), moderadamente activos
(CLs50>50<100 pg/mL) y no activos (CLso>100 pg/mL) (Osorio et al. 2007).

Figura 11. Evaluacion de la actividad tripanosomicida sobre epimastigotes mediante el método del
MTT.

Evaluacién de la actividad citotoxica sobre células Vero

El ensayo de citotoxicidad in vitro se utiliza para determinar si un extracto
tendra efectos toxicos sobre células vivas (Neira et al. 2014). En este caso se

emplearon células Vero, las cuales son células epiteliales de rifidn de mono verde.

Las células Vero fueron donadas por el Banco de Células del Departamento de
Inmunologia y Virologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UANL. Las

células se cultivaron a una densidad de 2.2 x10° cel/mL en placas de 96 pozos en medio
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RPMI (Gibco) enriquecido con 10% de suero fetal bovino (Gibco, Estados Unidos) y
se incubaron durante 24 h a 37°C con 5% de CO: en atmosfera humeda.
Posteriormente, las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de los
tratamientos (1000-10 pg/mL) y como control negativo se utilizaron mantuvieron
células sin los extractos. Las células se incubaron durante 24 h a 37°C con 5% de CO>
en atmosfera hiumeda. La citotoxicidad se determin6 por el método de colorimétrico
de MTT. Para esto se agregaron 20 uL de MTT a una concentracion 5 mg/mL a cada
pozo y de incubd la microplaca durante 1 h a 37°C con 5% de CO- en atmosfera
himeda. Posteriormente, para la extraccion del formazan a cada pozo se le agregaron
100 pL de DMSO (Figura 12). Se tomo la absorbancia en un lector de microplacas
(Biochrom Asys UVM-340) a 570 nm y el porcentaje de citotoxicidad se calculo
mediante la formula:
DO control negativo — DO tratamiento

Porcentaje de citotoxicidad = - x 100
DO control negativo

Los resultados se expresaron como la concentracion letal 50 (CLsg) con un 95%
de confianza. Estas concentraciones se determinaron al realizar un analisis de regresion
dosis-respuesta en el programa SPSS 25.0 (Al-Adhroey et al. 2010).

Los extractos/particiones/fracciones se clasificaron como altamente citotoxicos
(CLso<10 pg/mL), citotoxicos (CLso>10<100 pg/mL), moderadamente citotoxicos
(CLs0>100<1000 pg/mL) y potencialmente no citotoxicos (CLso>1000 pg/mL)
(Osorio et al. 2007).

Ademas, se calculé el indice de selectividad de los extractos, el cual indica la
relacion entre la CLso citotoxica y la CLso del microorganismo blanco (Dragonetti et

al. 2008), en este caso T. cruzi. Para esto se utilizo la siguiente formula:

CLs citotoxica

Indice de selectividad = - —
CLsq tripanosomicida

Los extractos/particiones/fracciones se consideraron como no selectivos contra
T. cruzi (1S<2), moderadamente selectivos (1IS>2<3) y selectivos (1S>3) (Valencia et
al. 2011). Entre mas alto sea el indice de selectividad, mas activo sera el extracto contra
los parasitos que contra las células de la persona, lo cual reduce la aparicion de efectos

adversos ocasionados por el extracto (Sanchez et al. 2016).
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Figura 12. Evaluacién de la actividad citotoxica sobre células Vero mediante el método del MTT.

Evaluacién de la actividad toxica sobre Artemia salina

El ensayo de letalidad de larvas de A. salina es considerado un instrumento Util
para evaluar de manera preliminar la toxicidad de extractos naturales y frecuentemente

se utiliza en fraccionamientos biodirigidos (Lagarto et al. 2001).

Para realizar este ensayo los quistes de A. salina (Royal, Estados Unidos) se
incubaron en un microacuario con solucion salina al 3.7%, pH 8, entre 25-30 °C,
aireada con una bomba para acuario y bajo régimen continuo de luz. El agua se
suplementd con 0.75 g/L de extracto de levadura (BD Bioxon). Los quistes
eclosionaron en 24 h y se obtuvo un gran numero de larvas (nauplios). El bioensayo
se realizo en placas de 24 pozos. A las 48 h después de eclosionar se transfirieron 10
larvas a cada pozo y se procedid a evaluar los extractos. Los extractos fueron evaluados
por triplicado a concentraciones de 1000, 500, 100 y 10 pg/mL. Como control positivo
se utiliz6 dicromato de potasio (K2Cr207) a 100 pg/mL y como control negativo
solucion salina al 3.7%. Las microplacas se mantuvieron entre 25-30 °C durante 24 h
bajo iluminacion constante. Pasadas las 24 h de exposicion se contd el nimero de
larvas muertas y vivas (Figura 13). Con estos datos se realiz6 una prueba PROBIT en
el programa SPSS 25.0 para determinar la concentracion letal 50 (CLsg). Se considero
valido el experimento si el porcentaje de mortalidad en los controles negativos no

superd el 10 % (Fernandez-Calienes et al. 2009).

Los extractos/particiones/fracciones se clasificaron como extremadamente
toxicos (CLso< 10 pg/mL), muy toxicos (10< CLso <100), moderadamente toxicos
(100< CLso <1 000) y no téxicos (CLso> 1 000 pug/mL) (Valdés-lglesias et al. 2003).
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Figura 13. Larvas de A. salina.

Evaluacion de la actividad hemolitica sobre eritrocitos humanos

El ensayo de hemolisis es una prueba de utilidad en el estudio de extractos de
plantas, ya que un candidato a farmaco debe poder atravesar la membrana del eritrocito
e interactuar con la hemoglobina intracelular sin que en este proceso se afecten la

proteinay el eritrocito, tanto estructural como funcionalmente (Zohra y Fawzia 2014).

En este ensayo las muestras de sangre humana se obtuvieron de un voluntario
sano y fueron colectadas en tubos con anticoagulante EDTA (BD Vacutainer). Los
gldbulos rojos recuperados a partir de la sangre se lavaron 3 veces con PBS (pH 7.2)
y se prepar0 una suspension de eritrocitos al 5% en PBS estéril para el estudio
hemolitico. La actividad hemolitica del extracto crudo se probd en condiciones in vitro,
para cada extracto se agregaron varias concentraciones (1000-200 pg/ml) de extracto
aunasolucién de PBS y luego recibieron una suspension al 5% de eritrocitos humanos.
Después de una incubacién de 30 min a 37°C las células se centrifugaron (Thermo
Scientific, Sorval Legen Micro 21R) y el sobrenadante se usé para medir la
absorbancia de la hemoglobina liberada a 540 nm en un lector de microplacas
(Biochrom Asys UVM-340) (Figura 14). Se prepararon dos controles sin extractos; el
control negativo recibié PBS, mientras que el control positivo recibi6é agua destilada
(Zohra 'y Fawzia 2014).

El valor promedio se calcul6 a partir de ensayos por triplicado. El porcentaje

de hemodlisis para cada muestra se calculé mediante la siguiente formula:

— A
% hemolisis = ——2 x 100
A, — A,
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Donde:
Am= absorbancia de la muestra
A, = absorbancia del control positivo
An absorbancia del control negativo

La concentracion hemolitica 50 (CHso) se calcul6 al utilizar un modelo de
regresion logistica concentracion-respuesta mediante el programa SPSS 25.0
(Hernéndez et al. 2014).

Se consideraron como no hemoliticos a los extractos que presentaron un
porcentaje de hemolisis menor de 10% a 1000 pg/mL (Martinez et al. 2013; Alonso-
Geli et al. 2015).

Figura 14. Evaluacién de la actividad hemolitica.

Particionamiento del extracto mediante extracciones Soxhlet continuas

Se selecciono el extracto que presentd el mayor indice de selectividad contra T.
cruzi para continuar con su procesamiento. Se pesaron 5 g del extracto metanolico de
S. molle en un cartucho de celulosa, el cual se coloco en el extractor Soxhlet. El
extractor Soxhlet se mont6 sobre un agitador magnético para obtener agitacion
constante. Primeramente, se utiliz6 como solvente de extraccion 250 mL de hexano y
la extraccion se mantuvo por 24 h. Trascurrido el tiempo se retird el hexano y se
agregaron 250 mL de cloroformo y la extraccion se mantuvo por 12 h. Finalmente se
retiro el cloroformo y se agregaron 250 mL de metanol y la extraccion se mantuvo por
12 h. Después de cada extraccion la particion obtenida se dejé enfriar y se filtré con la
ayuda de un papel filtro (Whatman N°1). Posteriormente, se concentrd por medio de
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una evaporacion a vacio mediante un rotavapor (Yamato Scientific RE-301-BOV),
hasta obtener un volumen aproximado de 30 mL. Después se paso a un frasco y se dejo
evaporar la totalidad del solvente a temperatura ambiente. Una vez obtenidas las tres

particiones se almacenaron a 4 °C hasta su utilizacion.

Se utiliz6 la metodologia anteriormente descrita para evaluar la actividad
tripanosomicida, citotdxica, toxica y hemolitica de las 3 particiones obtenidas.

Se realizaron cromatografia en capa fina de las particiones con diferentes
eluentes para determinar la distribucion de los compuestos presentes en ellas.

Cromatografias en capa fina

Se emplearon cromatoplacas de silica gel de 5x10 cm (Macherey-Nagel,
Polygram SIL G/UV254), las cuales se dividieron con la ayuda de un lapiz segun el
nimero de muestras a analizar. Con un capilar se colocaron las muestras en las
cromatoplacas a una distancia de 1 cm del borde inferior. Se corrieron con 10 mL de
eluente hasta llegar a 0.5 cm de la parte superior (Figura 15). Los eluentes empleados
fueron los siguientes: para las particiones se utiliz6 hexano, hexano-cloroformo 1:1,
cloroformo, cloroformo-acetato de etilo 1:1 y acetato de etilo; mientras que para las

fracciones se utiliz6 hexano-cloroformo 1:1 y cloroformo:acetato de etilo 1:1.

Las cromatoplacas se dejaron secar por minimo 24 h y posteriormente se
observaron bajo luz visible, asi como con luz ultravioleta de onda corta (254 nm) y luz
ultravioleta de onda larga (365 nm) con una lampara de luz UV portétil; ademas se

revelaron con yodo. Con esto se obtuvieron los Rf de los compuestos observados.

Figura 15. Separacién mediante cromatografia en capa fina.
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Fraccionamiento mediante cromatografia en columna

Se seleccionaron las particiones que presentaron la mejor actividad
tripanosomicida para continuar con su procesamiento; las cuales fueron las particiones
hexanica y cloroférmica. Se prepar6 una columna cromatogréfica (330 mm x 28 mm)
empacada con 20 g de silica gel 60 G con un tamafio de particula 0.063-0.200 mm
(Merck) y se colocaron en la parte superior 500 mg de la particion. Se hizo pasar 10
mL de un sistema de disolventes de menor a polaridad (Tablas 1 y 2) y se colectaron
fracciones de 5 m (Figura 16). De la particion hexanica se obtuvieron 62 fracciones,

mientras que de la cloroférmica se obtuvieron 42.

Se dejé evaporar la totalidad del solvente y se realizaron cromatografias en
capa fina de cada tercera fraccion. Las fracciones con un perfil cromatografico igual o
similar se unieron para obtener en total 5 fracciones colectivas de cada columna (Tabla
3).

Finalmente, se evalué la actividad tripanosomicida, citotdxica, toxica y
hemolitica de las fracciones colectivas que presentaron un rendimiento mayor a 10 mg,
para esto se empled la metodologia anteriormente descrita.

Figura 16. Cromatografia en columna.
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Tabla 1. Gradiente de elucion utilizado para la

particion hexanica.

Hexano 100%

Tabla 2. Gradiente de elucion utilizado para la

particion cloroférmica

Hexano-cloroformo 9:1

Cloroformo 100%

Hexano-cloroformo 8:2

Cloroformo-acetato de etilo 9:1

Hexano-cloroformo 7:3

Cloroformo-acetato de etilo 8:2

Hexano-cloroformo 6:4

Cloroformo-acetato de etilo 7:3

Hexano-cloroformo 5:5

Cloroformo-acetato de etilo 6:4

Hexano-cloroformo 4:6

Cloroformo-acetato de etilo 5:5

Hexano-cloroformo 3:7

Cloroformo-acetato de etilo 4:6

Hexano-cloroformo 2:8

Cloroformo-acetato de etilo 3:7

Hexano-cloroformo 1:9

Cloroformo-acetato de etilo 2:8

Cloroformo 100%

Cloroformo-acetato de etilo 1:9

Cloroformo-acetato de etilo 9:1

Acetato de etilo 100%

Cloroformo-acetato de etilo 8:2

Acetato de etilo-metanol 9:1

Cloroformo-acetato de etilo 7:3

Acetato de etilo-metanol 8:2

Cloroformo-acetato de etilo 6:4

Acetato de etilo-metanol 7:3

Cloroformo-acetato de etilo 5:5

Acetato de etilo-metanol 6:4

Cloroformo-acetato de etilo 4:6

Acetato de etilo-metanol 5:5

Cloroformo-acetato de etilo 3:7

Acetato de etilo-metanol 4:6

Cloroformo-acetato de etilo 2:8

Acetato de etilo-metanol 3:7

Cloroformo-acetato de etilo 1:9

Acetato de etilo-metanol 2:8

Acetato de etilo 100%

Acetato de etilo-metanol 1:9

Acetato de etilo-metanol 9:1

Metanol 100%

Acetato de etilo-metanol 8:2

Acetato de etilo-metanol 7:3

Acetato de etilo-metanol 6:4

Acetato de etilo-metanol 5:5

Acetato de etilo-metanol 4:6

Acetato de etilo-metanol 3:7

Acetato de etilo-metanol 2:8

Acetato de etilo-metanol 1:9

Metanol 100%

27



Tabla 3. Nomenclatura asignada a las fracciones colectivas obtenidas.

Columna Fracciones unidas | Fraccion Colectiva | Nomenclatura
8all Fraccion Colectiva 1 FC1H1
Primera columna 12a17 Fraccion Colectiva 2 FC2H1
de la particion 18 a 26 Fraccién Colectiva 3 FC3H1
hexanica 27 a 41 Fraccion Colectiva 4 FC4H1
41 a62 Fraccion Colectiva 5 FC5H1
7al2 Fraccion Colectiva 1 FC1H2
Segunda — -
lumna de la 13a18 Fracc!on Colect!va 2 FC2H2
co particion 19 a 26 Fraccion Colectiva 3 FC3H2
L 27 a4l Fraccion Colectiva 4 FC4H2
hexanica — -
41 a62 Fraccion Colectiva 5 FC5H2
10a13 Fraccion Colectiva 1 FCiC1
Columna de la 14 a 22 Fraccion Colectiva 2 FC2C1
particion 23a28 Fraccion Colectiva 3 FC3C1
cloroférmica 28 a 35 Fraccion Colectiva 4 FC4C1
36 a42 Fraccion Colectiva 5 FC5C1

Identificacion de los compuestos quimicos mediante GC-MS

Se seleccion6 la fraccion con la mejor actividad tripanosomicida para
identificar los compuestos presentes en ella. La identificacion se realizd mediante GC-

MS en el laboratorio de servicios externos del Instituto Politécnico Nacional.

Para el anélisis se emple6 un cromatografo de gases Agilent Technologies
7890A, con detector triple de masas Agilent Technologies 5975C y una columna
Agilent 123-2332DB-23, 260 °C, 60 m x 320 pm x 0.25 pum. Las condiciones de
funcionamiento fueron las siguientes: temperatura inicial del horno 170 °C durante 2
min, luego se incrementd 5 °C/min hasta llegar a 250 °C y se mantuvo durante 15 min.
La temperatura del inyector fue 250 °C. Se utilizo He como gas acarreador con un flujo

de 1 mL/miny el volumen de inyeccion fue de 2 pL.

Anadlisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) seguido de una prueba Tukey para
determinar si hubo diferencia significativa entre la actividad tripanosomicida de los

extractos, particiones y fracciones.
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RESULTADOS

Rendimiento de los extractos metandlicos crudos

En la tabla 4 se muestra el rendimiento obtenido de los extractos metanolicos
crudos de las tres plantas evaluadas. El extracto de S. molle fue el que presento el
mayor rendimiento (23.9%), seguido por E. heterophyllum (21.5%) y M. vulgare
(20.7%).

Tabla 4. Rendimiento de los extractos metanolicos crudos.

No. de folio Planta Peso obtenido (g) Rendimiento (%)
030596 Eryngium heterophyllum 5.380 21.5
030595 Marrubium vulgare 5.178 20.7
030594 Schinus molle 5.964 23.9

Actividad tripanosomicida, citotoxica, toxica y hemolitica de los extractos
metanolicos crudos

En la tabla 5 se muestran los resultados de la actividad tripanosomicida,
citotoxica, toxica y hemolitica de los extractos metandlicos crudos. Asimismo, en las
figuras 17 y 18 se muestran las graficas de los resultados de la actividad
tripanosomicida y citotoxica. El extracto de S. molle fue el que mostrd los mejores
resultados, al presentar la mayor actividad tripanosomicida (CLso 94 pg/mL) y el
mayor indice de selectividad contra T. cruzi. Por esta razon se selecciono el extracto
de S. molle para continuar con su procesamiento. Cabe mencionar que el nifurtimox

presentd una CLse de 32 pg/mL.

Tabla 5. Resultados de la actividad tripanosomicida, citotdxica, tdxica y hemolitica de los extractos
metandlicos crudos.

Actividad Actividad | Actividad | Actividad indice de
Planta tripanosomicida citotoxica toxica hemolitica selectividad
CLso CLgo ClLso
Eryngium 3102 302
heterophyllum 156 - 479 636 (223 - 382) >1000 >1000 0.97
y (156 - ; ) (539 - 701) | Moderadamente | Notéxico | Nohemolitico | No selectivo
Noactivo citotoxico
i b 728
M\?Lrnmgg ! 23;38673 705 (661-841) | >1000 |\ 53178 162
g (232 - 673) (669 - 822) | Moderadamente | No toxico (121 - o ) | Noselectivo
No activo citotoxico Hemolitico
94¢ 212
: 163 2.26
Schinus molle 83 - 148 255 187 - 265 >1000
Mgderadamer)ne (203 - 271) I\/I(oderadamen?[e Notoxico | (143 1 .81) Moderadamente
- N Hemolitico selectivo
activo citotéxico

Intervalo de confianza del 95% entre paréntesis
ab.¢ Diferencia significativa (alfa = 0.05)
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Actividad tripanosomicida de los extractos metanolicos crudos
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Figura 17. Gréfico de los resultados de la actividad tripanosomicida sobre epimastigotes de la cepa
Nuevo Leén de los extractos metanélicos crudos.

Actividad citotdxica de los extractos metandlicos crudos
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Figura 18. Grafico de los resultados de la actividad citotoxica sobre células Vero de los extractos
metandlicos crudos.
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Rendimiento de las particiones del extracto de S. molle

En latabla 6 se muestra el rendimiento obtenido de todas las particiones que se
recuperaron del extracto de S. molle. La particién que present6 el mayor rendimiento
fue la metanolica (42.4%), sequida de la hexanica (24.8%), la insoluble (19.9%) y la
cloroférmica (8.3%). La particion insoluble como su nombre lo indica, no fue soluble

en ningun solvente empleado, por lo cual no se pudo evaluar.

Tabla 6. Rendimiento de las particiones obtenida del extracto de S. molle.

Particion Peso obtenido (g) Rendimiento (%)
Hexanica 1.388 24.8
Cloroférmica 0.463 8.3
Metandlica 2.369 42.4
Insoluble 1.113 19.9

Actividad tripanosomicida, citotoxica, toxica y hemolitica de las particiones del
extracto de S. molle

En la tabla 7 se muestra la actividad tripanosomicida, citotoxica, toxica y
hemolitica de las particiones obtenidas del extracto de S. molle. De igual manera en
las figuras 19 y 20 se muestran las graficas de los resultados de la actividad
tripanosomicida y citotoxica. La particion cloroférmica fue la que mostré los mejores
resultados al presentar la mayor actividad tripanosomicida (CLso 20 pg/mL) y el mayor
indice de selectividad contra T. cruzi, seguida por la particion hexanica (CLso 49
pg/mL), mientras que la fraccion metandlica no presentd actividad tripanosomicida
(CLs50>1000 pg/mL). Motivo por el cual, se seleccionaron las particiones cloroférmica

y hexanica para continuar con su fraccionamiento.

Tabla 7. Actividad tripanosomicida de las particiones obtenida del extracto de S. molle.

tripgﬁg:éﬂs‘i%i 4o | Actividad | Actividad | Actividad | .
Particion (ug/mL) citotdxica toxica hemolitica selectividad
CLso ClLgo ClLso
632
49? 85 235
- 85 (581 - 693) 1.73
Hexanica (2: ',78) (63 -171) (70 _,1.00) Moderadamente (223 - ,2.47) No selectivo
ctivo Citotdxico t6xico Hemolitico
srmi 43 97 - 127 564 - 599) | (188 - 216) 5.6
Cloroférmica (1A5 t_ 24) (38 -51) Mgderadamer)ne I\/I(oderadamen)te Hemolitico Selectivo
ctivo citotoxico toxico
- >1000 >1000 >1000
Metandlica >1000° >1000 No citotoxico No toxico No hemolitico ]

Intervalo de confianza del 95% entre paréntesis

ab.¢ Diferencia significativa (alfa = 0.05)
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Actividad tripanosomicida de las particiones del extracto de S.
molle
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Figura 19. Gréfico de los resultados de la actividad tripanosomicida sobre epimastigotes de la cepa
Nuevo Ledn de las particiones del extracto de S. molle.

Actividad citotdxica de las particiones del extracto de S. molle
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Figura 20. Grafico de los resultados de la actividad citotdxica sobre células Vero de las particiones del
extracto de S. molle.
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Cromatografia en capa fina de las particiones del extracto de S. molle

En las siguientes imégenes (Fig. 21 - 40) se muestran las cromatografias en
capa fina de las particiones del extracto de S. molle. Se utilizaron distintos solventes
como eluentes y se observaron bajo luz visible, luz ultravioleta de onda corta (254 nm),
luz ultravioleta de onda larga (365 nm), asi como reveladas con yodo, con lo cual se
determind la distribucién de los compuestos quimicos presentes en las particiones y
decidir como realizar las cromatografias en columna.

Eluente: hexano

Figura 21. CCF de
las particiones con
hexano como
eluente y vista bajo
luz visible.

Figura 22. CCF de
las particiones con
hexano como
eluente y vista bajo
luz UV a 254 nm.

Eluente: hexano-cloroformo 1:1

Figura 25. CCF de
las particiones con
hexano-

cloroformo 1.1
como eluente vy
vista bajo luz
visible.

Figura 26. CCF de
las particiones con
hexano-

cloroformo 11
como eluente vy
vista bajo luz UV a
254 nm.

Figura 23. CCF de
las particiones con
hexano como
eluente y vista bajo
luz UV a 365 nm.

Figura 27. CCF de
las particiones con
hexano-

cloroformo 11
como eluente y
vista bajo luz UV a
365 nm.

Figura 24. CCF de
las particiones con
hexano como
eluente y revelada
con yodo.

Figura 28. CCF de
las particiones con
hexano-

cloroformo 11
como eluente y
revelada con yodo.
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Eluente: cloroformo

I

Figura 28. CCF de
las particiones con
cloroformo como
eluente y vista bajo
luz visible.

Eluente: cloroformo-acetato de etilo 1:1

Figura 30. CCF de
las particiones con
cloroformo como
eluente y vista bajo
luz UV a 254 nm.

Figura 33. CCF de
las particiones con
cloroformo-
acetato de etilo 1:1
como eluente y
vista bajo luz
visible.

Figura 34. CCF de
las particiones con
cloroformo-
acetato de etilo 1:1
como eluente y
vista bajo luz UV a
254 nm.

Figura 31. CCF de
las particiones con
cloroformo como
eluente y vista bajo
luz UV a 365 nm.

Figura 35. CCF de
las particiones con
cloroformo-
acetato de etilo 1:1
como eluente y
vista bajo luz UV a
365 nm.

Figura 32. CCF de
las particiones con
cloroformo como
eluente y revelada
con yodo.

Figura 36. CCF de
las particiones con
cloroformo-

acetato de etilo 1:1
como eluente y
revelada con yodo.
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Eluente: acetato de etilo (94%), acido formico (3%) vy agua (3%)

Figura 37. CCF de
las particiones con
una mezcla de

solvente como
eluente y vista bajo
luz visible.

Figura 38. CCF de
las particiones con
una mezcla de
solvente como
eluente y vista bajo
luz UV a 254 nm.

Figura 39. CCF de
las particiones con
una mezcla de
solvente como
eluente y vista bajo
luz UV a 365 nm.
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Figura 40. CCF de
las particiones con
una mezcla de

solvente como
eluente y revelada
con yodo

Verieizo |

Rendimiento de las fracciones colectivas obtenidas

En la tabla 8 se muestra el rendimiento conseguido de las fracciones colectivas
obtenidas mediante las cromatografias en columna realizadas. Algunas fracciones
colectivas, como la FC4H2, presentaron buen rendimiento por lo cual se logré evaluar
su actividad tripanosomicida, citotoxica, toxica y hemolitica sin dificultad, no obstante,
algunas fracciones, como la FC1H1 presentaron muy bajo rendimiento por lo cual no

se logré evaluarlas.

Tabla 8. Rendimiento de las fracciones colectivas de S. molle.

Fraccién Colectiva Peso obtenido (mg) Rendimiento (%)
FC1H1 2 0.4
FC2H1 5 1
FC3H1 13 2.6
FC4H1 316 63.2
FC5H1 79 15.8
FC1H2 13 2.1
FC2H2 17 2.7
FC3H2 64 10.1
FC4H2 423 66.9
FC5H2 68 10.8
FC1C1 12 3.7
FC2C1 10 3.1
FC3C1 103 32.1
FC4C1 88 27.4
FC5C1 93 29.0
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Actividad tripanosomicida, citotdxica, toxica y hemolitica de las fracciones

colectivas

En la tabla 9 se muestra la actividad tripanosomicida, citotoxica, toxica y

hemolitica de las fracciones colectivas obtenidas. Asimismo, en las figuras 41y 42 se

muestran las gréaficas de los resultados de la actividad tripanosomicida y citotdxica.

Solo se evaluaron las fracciones que presentaron un rendimiento mayor a 10 mg. La

FC1H2 fue la que presentd la mayor actividad tripanosomicida (CLso 16 pg/mL),
seguida por la FC3C1 (21 pg/mL) y FC5H2 (37 pg/mL). No obstante, la FC3C1 fue

la que presentd el mayor indice de selectividad contra T. cruzi. Por esta razon se

selecciono esta fraccion para identificar los compuestos quimicos presentes en ella.

Tabla 9. Actividad tripanosomicida, citotoxica, toxica y hemolitica de las fracciones colectivas de S.

molle.
Eraccion Actividad tripanosomicida | Actividad Actividad Actividad indice de
Colectiva (ug/mL) citotdxica toxica hemolitica | selectividad
Clso ClLgo Clso
s 141
(65 - 86) _ - - -
FC3H1 Moderadamente | (115 - 157)
activo
63P 153 607 378 243
FCAH1 (50 - 72) 109 (141-162) | (593-638) | (365-386) | \1odermdamente
Moderadamente (102 - 119) Moderadamente | Moderadamente No selectivo
activo citotoxico toxico hemolitico
44% oL % 432 242 2.18
FCSHL | (37-51) | (gg.q0yy | (B1-110) | (92044 '} (229 258) | Moderadamente
Activo Citotoxico ° ?giigf)mn € | "Hemolitico selectivo
528
162 93 198
33 (512 - 543) 6
FC1H2 (1: " 19) (29 - 39) (80 ',191) Moderadamente (172- ,2.15) Selectivo
ctivo Citotoxico t6xi Hemolitico
oxico
144
FC2H2 >200° >200 (132 - 156) > 1000 g 1N?)OO }
No activo Moderadamente No téxico hemolitico
citotoxico
75P 336 743
Feanp | (61-82) 139 (208-553) | (723-768) | 2000 4.48
Moderadamente | (113 - 153) | Moderadamente | Moderadamente | oo Selectivo
activo citotéxico téxico
520 173 632 354
FCAH? (49 - 65) 99 (162 -185) | (602-668) | (342 -265) 3.33
Moderadamente (89 - 105) Moderadamente | Moderadamente No Selectivo
activo citotoxico toxico hemolitico
373 8 147 681 237
5 (137-172) | (659 -698) | (210 - 245) 3.97
FCSH2 (34 - 41) (68 - 94) Moderadamente | Moderadamente | Hemolitico Selectivo
Activo s o
citotoxico toxico
Fcicl >200° >200 ; - ] ]
No activo
45%
124
Feaclt 1 (39-52) | (109 135) - - - -
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212 %6 130 428 161
i (123 - 153) (421 - 442) ] 6.19
FCacl (12 23) (33-42) Moderadamente | Moderadamente | (L49 = 174) Selectivo
ctivo NN . Hemolitico
citotoxico toxico
156
180° >1000
FCACL | (165-200) |  >200 (142 -163) | >1000 No 0.86
- Moderadamente No téxico o No selectivo
No activo NP hemolitico
citotoxico
330 513 311
>200° (309 - 354) (499 - 527) -
FCSCl No activo >200 Moderadamente | Moderadamente (|2_|821 ]:‘?.35)
citotoxico toxico emofitico
Intervalo de confianza del 95% entre paréntesis
a.b.¢ Diferencia significativa (alfa = 0.05)
Actividad tripanosomicida de las fracciones colectivas del
extracto de S. molle
100
90 -
80
S 70
T 60
2 50
[
T 40
o
S 30
20
4
0 fd
0
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Concentracién (ug/mL)
——FC3H1 FC4H1 ——FC5H1 FC1H2 FC2H2
FC3H2 =——FC4H2 ——FC5H2 ——FC1C1 FC2C1

—FC3C1

FC4C1

FC5C1

Figura 41. Gréfico de los resultados de la actividad tripanosomicida sobre epimastigotes de la cepa
Nuevo Ledn de las fracciones colectivas del extracto de S. molle.
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Actividad citotdxica de las fracciones colectivas del extracto de

S. molle
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Figura 42. Grafico de los resultados de la actividad citotdxica sobre células Vero de las fracciones
colectivas del extracto de S. molle.

Cromatografias en capa fina de las fracciones colectivas

En las siguientes imagenes (Fig. 43 - 54) se muestran las cromatografias en
capa fina de las fracciones colectivas vistas bajo luz visible, luz ultravioleta de onda
corta (254 nm), luz ultravioleta de onda larga (365 nm) y reveladas con yodo, con lo

cual se observo la distribucion de los compuestos quimicos presentes en las fracciones
colectivas.
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Primera columna de la particidn hexanica

Figura 43. CCF de
las FC de la 12
columna de la
particién hexanica
con hexano-
cloroformo 1:1
como eluente vy
vista bajo luz
visible.

Segunda columna de la particion hexanica

Figura 44. CCF de
las FC de la 1°
columna de Ia
particion hexanica
con hexano-
cloroformo 11
como eluente y
vista bajo luz UV a
254 nm.

Figura 47. CCF de
las FC de la 2%
columna de Ila
particién hexénica
con hexano-
cloroformo 1.1
como eluente vy
vista bajo luz
visible.

Figura 48. CCF de
las FC de la 2¢%
columna de Ila
particion hexanica
con hexano-
cloroformo 11
como eluente vy
vista bajo luz UV a
254 nm.

Figura 45. CCF de
las FC de la 18
columna de la
particion hexanica
con hexano-
cloroformo 11
como eluente y
vista bajo luz UV a
365 nm.

Figura 49. CCF de
las FC de la 2%
columna de la
particion hexénica
con hexano-
cloroformo 11
como eluente y
vista bajo luz UV a
365 nm.

Figura 46. CCF de
las FC de la 18
columna de la
particién hexanica
con hexano-
cloroformo 1.1
como eluente vy
revelado con yodo.

Figura 50. CCF de
las FC de la 2%
columna de la
particion hexénica
con hexano-
cloroformo 11
como eluente y
revelado con yodo.
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Columna de la particion cloroférmica

Figura 51. CCF de
las FC de Ila
columna de la
particién
cloroférmica con
cloroformo-
acetato de etilo 1:1
como eluente vy
vista bajo luz
visible.

Figura 52. CCF
de las FC de la
columna de la
particion
cloroférmica con
cloroformo-
acetato de etilo 1:1
como eluente vy
vista bajo luz UV a
254 nm.

Figura 53. CCF de
las FC de Ila
columna de la
particion
cloroférmica con
cloroformo-
acetato de etilo 1:1
como eluente vy
vista bajo luz UV a
365 nm.

Figura 54. CCF
de las FC de la
columna de la
particién
cloroférmica con
cloroformo-
acetato de etilo 1:1
como eluente vy
revelado con yodo.

Identificacion de los compuestos con actividad bioldgica contra T. cruzi

En la figura 55 se muestra el cromatograma obtenido por la GC-MS de la

fraccion FC3C1, el cual permitio la identificacion de 20 compuestos que se encuentran

enlistados en la tabla 10.

Abundancia

100000

P —

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 50.00

Tiempo

Figura 55. Cromatograma de GC-MS de la fraccion FC3C1.
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Tabla 10. Compuestos identificados en la fraccion FC3C1 mediante GC-MS.

No.| Nombre del compuesto Formula Estructura Tiempo de
molecular retencion (min)
1 1,4-Bis (trimetilsilil) C,,H,,Si, 3.993
benceno | |
anVan
Bis(trimethylsilyl)benzene
2 | Hexametilciclotrisiloxano CgH1505Si; \ / 10.190
Si
7
Hexamethylcyclotrisiloxane _/S'\o/ S\_
3 | 4-etil-1,2-dimetil-benceno CioHis 13.068
Benzene, 4-ethyl-1,2-
dimethyl-
4 | Acido 17 - octadecinéico C,1H5,0, 19.041
o
) ] N NN
17-Octadecynoic acid
5 Acido 8-clorocaprico CgH,sCIO2 21.164
Ho T(\/\/\/\m
. o
8-Chlorocapric acid
6 Acido nonanoico CyH,50, 21.216
o}
OHMAN
Nonanoic acid
7 Isopinocarveol C,oH;s0 Y 22.303
7 \ . %
{ "\’."l \\
\\ ';I J’fr
\_ i/
Isopinocarveol Hl:}::f
8 Acido octanoico CgH,:0, 24.100
0
Hsc/\/\/\)j\m
Octanoic acid
9 Acido 9,12,15 - C27H5204Sis 25.725
octadecatrienoico, 2-
[(trimetilsilil) oxi] -1-
[[(trimetilsilil) oxi] metil] NS
etil éster, (Z, Z, Z) - . '
9,12,15-Octadecatrienoic
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acid, 2-
[(trimethylsilyl)oxy]-1-
[[(trimethylsilyl)oxy]methyl
] ethyl ester, (Z,Z,7)-

10

Desulfosinigrina

Desulphosinigrin

C10H17NO6S

27.195

11

5,7-Dodecadiyna-1,12-diol

5,7-Dodecadiyn-1,12-diol

C12 HlBOZ

28.443

OH

HO

12

Acido
ciclopropanodecanoico, 2 -
octil- metil éster

Cyclopropanedodecanoic
acid, 2-octyl-,
methyl ester

C24 H4602

31.870

13

Acido 13,16-
octadecadienoico, metil
éster

13,16-Octadecadiynoic
acid, methyl ester

C19H3OOZ

32.900

14

Acido
(52,82,1172,142,172)-
eicosa-
5,8,11,14,17-pentaenoico

Cis-5,8,11,14,17-
Eicosapentaenoic acid

CZOHSOOZ

o 34313

15

Colestan-3-ol, 2-metileno -,

(3B, 5a)

Cholestan-3-ol, 2-
methylene-, (3B,50)

C28H480

35.074

16

Epdxido trans-Z-o-
bisaboleno

Trans-Z-a-Bisabolene
epoxide

C15H24O

36.974

17

Acido [1,1' - biciclopropil] -
2 - octanoico, 2'- hexil-,
metil ester

[1,1'-Bicyclopropyl]-2-
octanoic acid, 2'-
hexyl-, methyl ester

C21H3802

36.865
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18

(Z, Z) - 9,12-cloruro de
octadecadienoilo

9,12-Octadecadienoyl
chloride, (Z,2)-

C1gH31CIO

37.844

19

Acido 3-hidroxi
dodecanoico

Dodecanoic acid, 3-
hydroxy

C12H2403

40.127

20

Acetato de 7 - metil - Z -
tetradecen - 1 - ol

7-Methyl-Z-tetradecen-1-ol
acetate

C17 H3202

41.157
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DISCUSION

Trypanosoma cruzi se clasifica en seis linajes o unidades taxondmicas discretas
(Tcl a TcVI). Los linajes Tcl, TclV y TcV se han asociados a cardiomiopatias,
mientras que los linajes Tcll, TcV y TcVI a problemas digestivos (Pérez et al. 2019).
En este estudio se evaluaron los extractos contra la cepa de Nuevo Ledn que pertenece
al linaje Tcl, el cual es el linaje mas abundante en el continente americano y el que ha

presentado mayor resistencia al benznidazol (Pérez et al. 2019).

Las plantas que se utilizaron en este estudio se seleccionaron por reportes
previos que indican que presentan actividad tripanosomicida sobre epimastigotes de T.
cruzi (Molina-Garza et al. 2014; Pérez et al. 2017). Sin embargo, los resultados que se
obtuvieron difieren de los reportados anteriormente. En este trabajo, el extracto de M.
vulgare present6 una CLso de 438 pg/mL, mientras que Molina et al. (2014) y Pérez
et al. (2017) reportan una CLso de 23 'y 647 pug/mL sobre las cepas CL Brener y Nuevo
Ledn respectivamente. Por otra parte, el extracto de E. heterophyllum presento una
CLso de 310 pg/mL, mientras que Molina et al. (2014) reportan una CLso de 11 pg/mL
sobre la cepa CL Brener. Finalmente, el extracto de S. molle presentd una CLso de 94
pg/mL, mientras que Molina et al. (2014) y Pérez et al. (2017) reportan una CLso de
16 y 827 pg/mL sobre las cepas CL Brener y Nuevo LeoOn respectivamente. La
diferencia entre los resultados obtenidos en este trabajo y los de Molina et al. (2014)
podria deberse principalmente a que ellos utilizaron la cepa CL Brener, la cual
pertenece al linaje TcVI (Zingales et al. 2009) y se ha reportado que distintos linajes
de T. cruzi muestran diferente susceptibilidad ante distintos farmacos (Hamuy et al.
2013). Asimismo, la actividad bioldgica de una planta puede variar debido al lugar y
temporada de colecta (Villareal et al. 2014). Ademas, la temperatura y el tiempo
almacenamiento son dos importantes factores que afectan la actividad bioldgica de un
extracto natural (Haouala et al. 2008), lo cual podria explicar la diferencia entre los
resultados obtenidos en este estudio y los de Pérez et al. (2017) que también utilizaron

la cepa Nuevo Leon.

Con base en los resultados obtenidos, se optd por realizar el aislamiento
biodirigido de los compuestos con actividad tripanosomicida del extracto de S. molle.
Se obtuvieron tres particiones con solventes de distinta polaridad, de las cuales, la

particiébn metanolica no mostro actividad contra T. cruzi al presentar una CLsg >1000

44



Hg/mL, mientras que las particiones hexanica y cloroférmica si mostraron buena
actividad, al presentar una CLso de 49 y 20 pg/mL respectivamente. Por consiguiente,
la actividad tripanosomicida de S. molle esta dada por los compuestos no polares y
medianamente polares, como los terpenos. Se considera que la actividad
tripanosomicida de muchos extractos de plantas se debe principalmente a la presencia
de terpenos, los cuales, debido a su caracter hidrofébico, pueden difundirse a través de
la membrana celular de parasito y afectar sus vias metabdlicas y organulos. Asimismo,
se ha reportado que los terpenos [-mirceno, a-pineno y limoneno poseen actividad
tripanosomicida (Borges et al. 2018); estos tres compuestos se han identificado en
extractos de S. molle (Deveci et al. 2010; Salem et al. 2016; Turchetti et al. 2020).

A partir de las particiones hexanica y cloroférmica se obtuvieron 15 fracciones
colectivas. De estas fracciones las que mostraron mayor actividad tripanosomicida
fueron la FC1H2 (CLsg 16 pg/mL), la FC3C1 (CLso 21 pg/mL) y la FC5H2 (CLso 37
Hg/mL); las dos primeras presentaron mejor actividad que el farmaco de referencia

utilizado para tratar la ECH, el nifrutimox, que present6 una CLsode 32 pg/mL.

Por otra parte, en el ensayo de letalidad de larvas de A. salina los tres extractos
metanolicos crudos de las plantas evaluadas mostraron no ser toxicos al igual que la
particion metandlica y las fracciones FC2H2 y FC4AC1, mientras que las particiones
hexanica, cloroférmica y las otras fracciones colectivas mostraron ser moderadamente
toxicas. Asimismo, en el ensayo de citotoxicidad sobre células Vero, solamente la
particibn metandlica mostré ser no citotdxica, sin embargo, tampoco presentd
actividad tripanosomicida. Mientras que la particion hexanica y las fracciones FC1H2
y FC5H1 mostraron ser citotdxicas, y los tres extractos metandélicos crudos, asi como
la particion cloroférmica y las otras fracciones colectivas mostraron ser
moderadamente citotoxicas. La accion citotoxica de un extracto natural o la
demostracién de que presenta toxicidad in vivo son limitaciones importantes en la
busqueda nuevos farmacos (Fernandez-Calienes et al. 2009). No obstante, la particidn
cloroférmica y las fracciones FC1H2 y FC3C1, que fueron las que presentaron la
mayor actividad tripanosomicida fueron medianamente tdxicas y citotoxicas; en
contraste con el nifurtimox y benznidazol que se ha demostrado que son citotoxicos y
genotoxicos (Buschini et al. 2009). Asimismo, cabe mencionar que el ensayo con A.
salina ha demostrado buena correlacion con los resultados de toxicidad aguda oral en

ratones (Fernandez-Calienes et al. 2009). Por lo que se pretende probar la actividad
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tripanosomicida y citotdxica de los extractos con mejor actividad tripanosomicida en

un modelo murino.

Ademas, se evalu6 la actividad hemolitica, donde el extracto de E.
heterophyllum, la particion metandlica y las fracciones FC4H1, FC2H2, FC3H2,
FC4H2 y FC4C1 mostraron no ser hemoliticas, mientras que los otros extractos,
particiones y fracciones colectivas fueron hemoliticas. La actividad hemolitica de los
extractos crudos podria deberse a la presencia de saponinas, ya que estos compuestos
pueden producir la lisis de eritrocitos (Guzman et al. 2015).

Asimismo, se determind el indice de selectividad, donde los extractos de E.
heterophyllum y M. vulgarre fueron no selectivos contra T. cruzi, mientras que el
extracto de S. molle fue moderadamente selectivo. De las particiones, la hexanica fue
no selectiva y la cloroformica fue altamente selectiva con un indice de 5.6. Y de las
fracciones, la FC3C1 fue la més selectiva con un indice de 6.19. El indice que presentd
la fraccion FC3C es un valor alto, lo cual nos indica que presenta potencial como
agente tripanosomicida, por lo tanto, se seleccioné para identificar los compuestos

presentes en ella.

Es importante mencionar que S. molle es una especie dioica. En diversos
estudios se ha encontrado que la composicion quimica de esta planta varia conforme
al sexo del arbol (Turchetti et al. 2020). En este estudio, se emplearon hojas y ramas
provenientes de un arbol masculino de S. molle, los compuestos identificados mas
abundantes fueron el 1,4-Bis (trimetilsilil) benceno, el acido 9,12,15-octadecatrienoico,
2-[(trimetilsilil)  oxi]-1-[[(trimetilsilil) oxi] metil] etil éster, (Z,2,2)-, la
desulfosinigrina, el 5,7-dodecadiyna-1,12-diol y el acetato de 7-metil-Z-tetradecen-1-
ol. En el extracto hexanico de hojas de S. molle colectadas en Turquia durante el
invierno, los principales compuestos identificados fueron limoneno, B-thujona, P-
cimeno, Germacreno D y 6-cadinene (Deveci et al. 2010). Por otra parte, en el extracto
obtenido con diclorometano de ramas de S. molle colectadas en Egipto durante el
verano, los compuestos mas abundantes identificados fueron elemol, acido acético,
(1,2,3,4,5,6,7,8-octahidro-3,8,8-trimetilnaft-2-il) metil éster, 12-metil-E, E-3,13-
octadecadien-1-ol, torreyol y éster dioctilico del acido 1,2-bencenodicarboxilico
(Salem et al. 2016). Cabe mencionar, que ninguno de los compuestos que se

identificaron en este estudio se han reportado con anterioridad en los extractos de S.

46



molle. Asimismo, en extractos de hojas de S. molle obtenidos con éter de petréleo y
éter dietilico los compuestos més abundantes son los sesquiterpenos (Garzoli et al.
2019; Turchetti et al. 2020). En este estudio, de los 20 compuestos identificados, solo
se identificd un sesquiterpeno, el epoxido trans-Z-a-bisaboleno. Esta diferencia en los
compuestos identificados podria deberse a que la composicidén quimica de un extracto
depende de la edad y genética planta, el lugar de colecta, la composicion del suelo, el
clima y la forma de almacenamiento de la planta y el extracto (Villareal et al. 2014);
en la mayoria de los reportes de los compuestos identificados en S. molle son de plantas
colectadas en Europa, Asia y Africa, mientras que en este estudio la planta se colecto

en México.

La mayoria de los compuestos que se identificaron en la fraccion FC3C1 se
han encontrado en extractos que poseen actividad antimicrobiana de diversas plantas,
como es el caso del 1,4-Bis (trimetilsilil) benceno (Deabes et al. 2021); el
hexametilciclotrisiloxano (Keskin et al. 2012); el 4-etil-1,2-dimetil-benceno (Wintola
y Afolayan 2017); el acido 17- octadecindico (Cai et al. 2020); el acido 8-clorocaprico
(Fan et al. 2018); la desulfosinigrina (Ololade y Anuoluwa 2020); el 5,7-Dodecadiyna-
1,12-diol (Hussein et al. 2016); el acido ciclopropanodecanoico, 2-octil-metil éster
(Al-Rubaye et al. 2017); el &cido 13,16-octadecadienoico, metil ester (Bentrad et al.
2017); el acido [1,1' -biciclopropil]-2-octanoico, 2'-hexil-, metil ester (Rani y Kapoor
2019); el (Z,2)-9,12-cloruro de octadecadienoilo (Abdel et al. 2019); el acido 3-
hidroxi dodecanoico (Idan et al. 2015) y el acetato de 7-metil-Z- tetradecen-1-ol (El-
Khair et al. 2019).

Ademas, algunos de los compuestos identificados se han encontrado en
extractos con actividad antiparasitaria, tales como el &cido (5Z,82,11Z,14Z,17Z)-
eicosa-5,8,11,14,17-pentaenoico con actividad contra Trichomonas sp. (Korosh et al.
2016); el colestan-3-ol, 2-metileno-, (3B, 5a) con actividad contra Leishmania sp.
(Achakzai et al. 2019); el isopinocarveol con actividad contra Acanthamoeba sp.
(Albouchi et al. 2017); y el epdxido trans-Z-a-bisaboleno con actividad contra
Leishamania sp., cabe destacar que este Gltimo compuesto se ha evaluado de manera
pura, donde presenté una CLso de 50 pg/mL (Rodriguez-Chaves et al. 2018). Tanto
Leishmania como Trypanosoma son protozoarios muy similares al ser ambos
hemoflagelados y pertenecer a la familia Trypanosomatidae, por lo cual se piensa que

el epdxido trans-Z-a-bisaboleno podria tener potencial tripanosomicida.
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Por otra parte, se ha reportado que algunos de los compuestos identificados en
su forma pura presentan actividad antifungica como es el caso del &cido nonanoico

(Jang et al. 2012) y el &cido octanoico (Zhang et al. 2019).

De los compuestos identificados, solo hubo uno que se ha identificado en
extractos de diversas plantas, sin embargo, no se le atribuye ninguna propiedad, el cual
esel acido 9,12,15-octadecatrienoico, 2-[(trimetilsilil) oxi]-1-[[(trimetilsilil) oxi] metil]

etil éster, (Z,Z,Z) (Ganesh y Mohankumar 2017).

Para identificar con certeza el o los compuestos con actividad tripanosomicida
se sugiere continuar el aislamiento biodirigido, con mas cromatografias en columna 'y
la evaluacion de la actividad de las fracciones obtenidas. No obstante, hay que tener
en cuenta que tal vez los compuestos de manera pura no tengan la misma actividad
que la fraccion ya que comunmente la actividad bioldgica de un extracto natural se
debe al sinergismo que se presenta entre sus compuestos. Asimismo, se considera que
la toxicidad de los extractos es menor cuando se encuentran todos sus compuestos

juntos que cuando se encuentran purificados (Shiva 2007).
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CONCLUSIONES

El extracto metandlico crudo de S. molle y sus fracciones poseen alta actividad
tripanosomicida contra la cepa Nuevo Leon de T. cruzi.

La particion cloroférmica, asi como las fracciones colectivas FC1H2 y FC3C1
de S. molle presentaron mayor actividad tripanosomicida que el nifurtimox.
Es la primera vez que se reporta la presencia de los 20 compuestos
identificados en un extracto de S. molle.

De los compuestos identificados, se considera que el epdxido trans-Z-alfa-

bisaboleno podria tener potencial actividad tripanosomicida.
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PERSPECTIVAS

Se propone evaluar los extractos/particiones/fracciones de S. molle, sobre los
diferentes linajes y estadios de T. cruzi (amastigotes) para determinar si son candidatos

potenciales para el tratamiento de la ECH.

Asimismo, se sugiere continuar con el aislamiento biodirigido para purificar
los compuestos obtenidos u obtenerlos de manera comercial y probar su actividad
tripanosomicida y citotoxica in vivo en un modelo murino, debido a que el manejo
farmacoldgico empleado en la actualidad ha mostrado ser insuficiente y con efectos
mutagénicos y genotdxicos, por lo que estos compuestos podrian presentar

propiedades prometedoras para la tratar la ECH.
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ANEXO

‘ UANL

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DEPARTAMENTO DE BOTANICA
HERBARIO UNL
A QUIEN CORRESPONDA:

Por este conducto me permito informar que la Dra. ZINNIA JUDITH MOLINA GARZA
entreg6é al Herbario UNL tres (3) ejemplares de plantas colectadas en el Ejido Chihuahuita,
Municipio Cadereyta Jiménez Nuevo Leén, como parte de un Proyecto de Investigacion en
tesis de maestria titulada “Identificacion de compuestas activos de extractos de plantas de
uso medicinal con actividad biolégica contra las formas epimastigote de Trypanosoma cruzi,
agente causal de la enfermedad de Chagas”. Se verific6 identificacion del material entregado
y los resultados se muestran en la tabla siguiente con la relacién de los Numeros de Folio
registrados en la Coleccion.

MATERIAL VEGETAL

No. de Folio Género Especie Familia
030594 Schinus molle Anacardiaceae
030595 Marrubium vulgare Lamiaceae
030586 Eryngium heterophylium Apiaceae

Sin méas por el momento, se extiende la presente para los fines que al interesado
convengan.

ATENTAMENTE
Cd. Universitaria, a 4 de Mayo de 2021

c.c.p. archivo. Herbario UNL

Pedro de Alba y Manuel Barragan s/n

Cd. Universitaria, San Nicolas de los Garza, N. L
Apartado Postal F-2 y F-38, C P. 66451

Tels y Fax: 8329-4110 ext. 6456, 8298-2126 y 8114-3465

CARTA DE INGRESO DE ESPECIMENES AL HERBARIO UNL
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