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1. RESUMEN

En la actualidad el uso indiscriminado de medicamentos y la aparicion de cepas
con drogo-resistencia, han traido como consecuencia el resurgimiento de
enfermedades ancestrales como tuberculosis, antrax, amibiasis, giardiasis Yy
enfermedades bacterianas que producen diarrea. Por ello, es imperante el buscar y
desarrollar otras vias para descubrir nuevos medicamentos. Una alternativa viable
son las plantas medicinales, consideradas como una importante fuente para el
desarrollo de nuevos agentes quimioterapéuticos. En México, se cuenta con una gran
diversidad botéanica, y solo un bajo porcentaje ha sido estudiado cientificamente. En
este trabajo nos propusimos explorar la actividad citotoxica in vitro contra
Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Escherichia coli O157:H7, Salmonella
choleraesuis, Shigella flexnieri y Staphylococcus aureus de los extractos acuosos,
hexanicos, aceténicos, y metandlicos de la parte aérea de las plantas Artemisia
ludoviciana, Chenopodium ambrosioides, Marrubium vulgare, Flourensia cernua y
Mentha spicata. Para determinar la actividad citotoxica de los extractos adaptamos el
modelo para obtener la Clso in vitro para los protozoarios y la CMB para las bacterias
y recurrimos al método estadistico de Probit para este propdsito. Se realizaron curvas
de crecimiento para E. histolytica donde el tiempo de duplicacion fue de 33.76 h 'y
para G. lamblia de 10.36 h, con un inéculo de 5,000 amibas/mL y 10,000
giardias/mL y por regresion lineal definimos 3 dias de incubacion como maximo
para ambos protozoarios. Para el modelo de la Clso se probd el efecto del
metronidazol en ambos parasitos. Usando Probit determinamos una Clsg para E.
histolytica de 0.124 pg/mL y para G. lamblia de 0.205 pg/mL. Por otro lado,
utilizamos el modelo de la CMB para las bacterias ya mencionadas utilizando las
técnicas de dilucion en tubo y la difusion en agar. La técnica mas eficaz para esta
investigacion fue la dilucién en tubo usando el cloranfenicol como testigo
positivo.Una vez probados los modelos de Clsp y CMB, analizamos la actividad
antiprotozoaria y bactericida de todos los extractos de las plantas. Obtuvimos los
extractos y usamos el poder de disolucién maxima para ajustar las concentraciones.
Se observd que las Clso en los extractos acuosos no bajaron de 100 pg/mL para
ambos protozoarios. Encontramos que la Clso bajaron considerablemente cuando
usamos los extractos polares y medianamente polares, siendo los mas bajos, el
acetonico del marrubio con 7 pg/mL para E. histolytica y el metandlico de
yerbabuena con 8 pg/mL para G. lamblia. Ademéas encontramos que los extractos
metanolico del marrubio y el aceténico de hierbabuena fueron muy similares con una
Clso de 12 y 13 pg/mL y el hexanico y acetonico del epazote con 57 y 58 pg/mL
respectivamente. Se prob6 la efectividad citotdxica de los extractos de cada planta
sobre las bacterias encontrando que solo el extracto acuosos de las plantas
Marrubium vulgare y Mentha spicata tuvieron un efecto sobre S. aureus a
concentraciones de 5 y 5.5 mg/mL. También se definié conocer los metabolitos
secundarios de los extracto de cada una de las plantas, detectando
sesquiterpenlactonas, dobles enlaces, oxidrilos fenolicos, azUcares, lactonas,
alcaloides, saponinas, triterpenos y compuestos esteroidales. Asi mismo separamos
por cromatografia en placa fina el extracto metandlico de M. vulgare siendo el de
menor Clsg para ambos protozoarios. Determinamos el Rf de 5 manchas: 0.94, 0.90,
0.84, 0.25 y 0.17 La fraccion con mayor % de inhibicion (41%) fue para E.
histolytica con la fraccién de 0.25 y para G. lamblia la fraccion con Rf de 0.90 con
un 40%, las cuales pertenecen a las sesquiterpenlactonas.



ABSTRACT

At the present time the indiscriminate medicine use and the appearance of stocks
with drug-resistance, have brought like consequence the resurgence of ancestral
diseases as: tuberculosis, anthrax, amibiasis, giardiasis and diseases bacterial that
produce diarrhea. For that reason, this is prevailing looking for and to develop other
routes to discover new medicines, a viable alternative are the medicinal plants,
considered like an important source for the development of new quimiotherapeutic
agents. Mexico, it is counted on a great botanical diversity, and a low percentage has
been studied scientifically. In this work we steed out to explore the cytotoxic activity
in vitro against Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Escherichia coli, Salmonella
choleraesuis, Shigella flexnieri and Staphylococcus aureus of the aqueous, hexanic,
acetonic extracts, and methanolic of the aerial part of the plants Artemisia
ludoviciana, Chenopodium ambrosioides, Marrubium vulgare, Flourensia cernua
and Mentha spicata. In order to determine the cytotoxic activity of the extracts we
adapted the model to obtain the Clso in vitro for the protozoa and the CMB for the
bacteria and resorted to the statistical method of Probit for this intention. Growth
curves were made, for Entamoeba histolytica where the time of duplication were of
the 33.76 h and for 10.36 h in G. lamblia, with 5,000 amoebas/mL and 10,000
giardias/mL respectively. For the linear regression we defined 3 days of incubation
for both protozoa. For the model of the Clso the effect of metronidazole in both
parasites was proven. Using Probit we determined a Clso for Entamoeba histolytica
of 0.124 pug/mL and G. lamblia of 0.205 pg/mL. On the other hand, we used the
model of the CMB for the bacteria: already mentioned using the techniques of
dilution in tube and the diffusion with sensidisc. The most effective technique for
this thesis was the dilution in tube using cloramphenicol like positive control. We
obtained the extracts and the power of maximum dissolution to fit the concentrations.
It was observed that the Clso in the aqueous extracts did not lower less than 100
pg/mL for both protozoa. We found that the Clso lowered considerably when we
used the moderately polar extracts, polestars and, being lowest: the acetonic of
marrubio with 7 pg/mL for Entamoeba histolytica and the methanolic of hierbabuena
with 8 pg/mL for G. lamblia. In addition we found that the extracts methanolic
(marrubio) and acetonic (hierbabuena) were very similar with a Clsp of 13 and 12
and pg/mL and the hexanic and acetonic of epazote with 57 and 58 pg/mL
respectively. The cytotoxic effectiveness of the extracts of each plant was proven on
the aqueous bacteria finding that single the extract of the plants Marrubium vulgare
and Mentha spicata had an effect on S. aureus a concentrations of 5 and 5.5 mg/mL.
Also we detecting in the extract of each plant: Sesquiterpenlacton, phenolic, oxidril,
sugars, lactonas, alkaloids, saponin, triterpens and steroidal compounds. As objective
following we separated by thin layer chromatography the methanolic extract of M.
vulgare (it gave lower Clso for both protozoa). We determined the Rf of 5 spots
(0,94, 0,90, 0,84, 0,25 and 0,17) the greater fraction with % of inhibition (41%) was
for Entamoeba histolytica with the fraction of 0,25 and for G. lamblia the fraction
with RF of 0,90 with a 40% which belongs to sesquiterpenlacton.



2. INTRODUCCION

Desde tiempos inmemorables (50,000 afios a.c.) hasta la fecha, se han
encontrado documentos en todas las culturas: Los Vedas, Mesopotamia, Asirios,
hasta la actualidad, con publicaciones cientificas, donde han usado a las plantas
medicinales para obtener remedios o0 medicamentos que han curado sus
enfermedades (Yesilada, 2005). Durante las Gltimas décadas, el uso de las plantas
medicinales ha ganado popularidad mundial y la mayoria de los paises desarrollados
usan la medicina tradicional. En Europa los paises como Bulgaria, Alemania y
Polonia son grandes exportadores de fitofarmacos (Hoareau y DaSilva, 1999), ya que
usan como productos medicinales mas de 1,500 especies de plantas pertenecientes a
200 familias y 800 géneros. Ademas varias naciones incluyendo a China, Nigeria,
Tailandia y México, han decidido integrar las investigaciones etnobotanicas en sus
sistemas bésicos de salud y cada vez mas paises desarrollados estan adoptando este

sistema (Hoareau y DaSilva, 1999).

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

En afios recientes, la poblacién mundial ha aumentado su interés en usar drogas
naturales y terapias alternativas obtenidas de las plantas como infusiones herbales,
extractos etanolicos, metanolicos, cloroférmicos, tinturas, suplementos alimenticios,

fitofarmaceuticos y productos farmacéuticos (American Medical Association, 1997).



Esta inclinacion es debido a 1) que la mayoria de los microorganismos se han hecho
drogo-resistentes y la medicina convencional cada vez es més ineficiente, 2) el uso
indiscriminado e incorrecto de drogas han dado como resultado efectos colaterales a
los usuarios (intolerancia, mutagénesis, enfermedades antiinmunes) y 3) no siempre
se tiene acceso a tratamientos convencionales farmacoldgicos por su elevado costo o
disponibilidad (Rates, 2000).

Ademas se ha observado en forma muy evidente el resurgimiento de
enfermedades ancestrales como la tuberculosis, el antrax, la amibiasis, la giardiasis y
las enfermedades diarréicas (Epidemiologia, SS, 2005); ya que las drogas son menos
eficaces por la aparicion de cepas drogo-resistentes. Por ello, es imperante el
desarrollar y/o buscar nuevos medicamentos que puedan ayudar a controlar a estos
microorganismos y las fuentes pueden ser a) la modificacion quimica de los
compuestos que componen a los farmacos ya existentes, para hacerlos méas efectivos
y/o menos toxicos para el hospedero (Gubarev et al., 1998; Fabricant y Farnsworth,
2001), b) desarrollar nuevos medicamentos que estimulen los mecanismos de defensa
innatos de los hospederos (Gubarev et al., 1998; Fabricant y Farnsworth, 2001) y c)
buscar e identificar en la medicina tradicional fuentes naturales que contengan
compuestos para formar nuevos farmacos para que sean mas selectivos, sin
resistencia o con mayor potencia (Gubarev et al. 1998; Fabricant y Farnsworth,
2001). Nuestro grupo de trabajo esta interesado en analizar esta Gltima fuente, sobre
microorganismos que producen diarrea como Entamoeba histolytica, Giardia
lamblia, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis y

Shigella flexnieri.



2.1 Caracteristicas de Entamoeba histolytica.

2.1.1 Clasificacion taxonomica (Carliss et al., 1969) (Levine et al., 1980).

Entamoeba histolytica
 cyst

{by P.W. Pappas and S.M. Wardrop)

Figura 1. Trofozoitos de E. histolytica. Quiste de E. histolytica.

Reino: Protista
Subreino: Protozoo
Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Sarcodina
Superclase: Rhizopoda
Clase: Lobosea
Subclase: Gymnamoebida
Orden: Amoebida
Suborden: Acantophodina
Familia: Endamoebidae
Género: Entamoeba
Especie: histolytica

La amibiasis es una infeccion parasitaria ocasionada por E. histolytica; se
distribuye universalmente y es considerada como una infeccién endémica con una
incidencia mundial del 12 % (Petri et al., 2000). En México constituye un problema
muy importante de salud publica por su frecuencia y mortalidad (Gutiérrez y Mufioz,
1994). El sistema nacional de vigilancia epidemiolégica reporté 207,039 casos de
amibiasis durante el 2004 (Epidemiologia SS, 2005).



Entamoeba histolytica presenta dos fases principales en su ciclo de vida: el
quiste y el trofozoito. El quiste es la forma infectiva de esta enfermedad, son
cuadrinucleados y rodeados por una pared celular (que los protege de medios
desfavorables). Cuando los quistes son ingeridos por el hospedero, en su intestino
grueso se liberan los trofozoitos (forma mavil, no infectiva) y son los responsable de
producir la enfermedad (Dobell, 1982). Las personas se infectan por consumir
alimentos, agua o fomites contaminados con quistes. La sintomatologia se presenta a
partir de la primera a la cuarta semana con pérdida de peso, dolor abdominal,
disenteria, heces sanguinolentas y fiebre. Si no hay una atencién médica los
trofozoitos pueden invadir ademas del intestino grueso, otros érganos como el
higado, cerebro, pulmones y si no hay una atencién adecuada puede causar la muerte
del hospedero (Guerrant, 1986,; FDA, 1999).

Para el tratamiento de la amibiasis se tienen diferentes drogas, 1) las que actian
extra-intestinalmente como cloruro de emetina, la dehidroemetina y el fosfato de
cloroguina; 2) las que actdan exclusivamente en la luz del intestino (intra-
intestinales), como las quinolinas y 3) las que actlan en ambas extra e intra-

intestinales como el metronidazol y sus derivados (Goth 1975).



2.2. Caracteristicas de Giardia lamblia.

2.2.1 Clasificacion taxonomica (Levine etal.,1980):

W

=

Figura 2. Trofozoitos de G. lamblia Quiste de G. lamblia

Reino: Protista
Subreino: Protozoo
Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Mastogophorea
Clase: zoomastogophorea
Orden: Diplomonadida
Suborden: Diplomonadina
Familia: Hexamitidae
Género: Giardia
Especie: lamblia

La giardiasis es una infeccion parasitaria ocasionada por el género Giardia,
siendo la especie mas importante G. lamblia. Este género se distribuye
universalmente e infecta intestinalmente a una variedad de mamiferos (aves, reptiles,
anfibios, peces Gseos y al hombre). Este parasito es considerado entre los
protozoarios con mayor incidencia intestinal (Kulda, 1978). La giardiasis es una
infeccion que es adquirida por la ingestion de quistes (en alimentos o agua
contaminados). Los trofozoitos (flagelados bi-nucleados) son eclosionados de los
quistes en el intestino delgado (Dancinger, 1975). La frecuencia en México de esta
enfermedad en el 2004 fue de 9,242 casos de giardiasis (Epidemiologia SS, 2005).



Esta enfermedad puede ser sintomatica o asintomatica y esto depende de la
resistencia del hospedero, el cual puede excretar quistes por meses 0 afos
(Dancinger, 1975). La sintomatologia de la enfermedad aparece de 1 a 2 semanas de
la infecciébn y los sintomas son: pérdida de peso, deshidratacion, diarrea

(deposiciones sueltas o acuosas), calambres y trastorno estomacal (www.cdc.gov).

2.3. Caracteristicas generales de las bacterias.

Las bacterias que utilizamos para la realizacion de esta tesis son: Escherichia
coli O157:H7 Obtenida del Instituto Nacional de Referencia Epidemioldgica
(INDRE) México D.F., Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella
choleraesuis ATCC 6962, y Shigella flexnieri ATCC 25931.

En la familia de las enterobacteriaceae principalmente estan involucrados los
géneros que ocasionan trastornos al intestino, como Salmonella sp. Shigella sp. y
Escherichia coli. Estos son bacilos Gram-negativos, se encuentran habitualmente en
el intestino humano y algunos animales de granja, son aerobios facultativas,
fermentan diferentes carbohidratos y poseen una estructura antigénica compleja,
ademas pueden producir una variedad de diversas toxinas y principalmente otros
factores de virulencia como hemolisinas, citolisinas y factores moduladores de la

respuesta inmunologica (Jawetz, 1996).

2.3.1 Escherichia coli O157:H7

Es un bacilo gram-negativo y las cepas patdgenas producen una poderosa
endotoxina Ilamada shigatoxina, su infeccion produce diarrea sanguinolenta y
ocasionalmente falla renal y es transmitida generalmente por alimentos (carne, pollo,
cerdo, leche) o mala higiene de personas contaminadas. Generalmente la enfermedad
desaparece entre los 5 a 10 dias, donde se puede o no producir fiebre. En nifios

menores de 5 afios y en ancianos puede producir el sindrome urémico hemolitico,


http://www.cdc.gov/

donde hay una insuficiencia renal (http://www.cdc.gov ). Existen cuatro grupos
enterovirulentos que son: E. coli enterotoxigenica, E. coli enteropatogénica, E. coli
enterohemorragica y E. coli enteroinvasiva. Estas bacterias son lisina (+), citrato (-),
indol (+), acetato (+) y lactosa (+) (Attisha y Clark 1995).

2.3.2 Staphylococcus spp.

Son bacterias esféricas gram-positivas con estructura de racimo de uvas y son
otra especie de bacterias importantes que producen diarrea por la ingestion de sus
toxinas en los alimentos contaminados (Jawetz et al., 1996). Produce una
enterotoxina termoestable llamada estafilocécica, que al ser ingerida causa calambres
y vomitos severos, deshidratacion y si no se atiende con rapidez y eficacia puede
producir la muerte (Attisha y Clark 1995). Clinicamente, la especie mas importante
de este género es S. aureus y éste se puede distinguir por ser positivo a la coagulasa;
fermenta la glucosa con produccion de gas, catalasa (+) y nitrato (+).

2.3.3 Salmonella spp.:

Produce diarrea, fiebre y calambres abdominales entre las 12 y 72 h, la mayoria
de los pacientes se recuperan sin tratamiento, aunque a muchos pacientes hay que
hospitalizarlos y proporcionarles antibidticos ya que esta bacteria puede difundir de
los intestinos hacia el sistema circulatorio y alcanzar un estado de septicemia y tener
al hospedero en riesgo de muerte. Salmonella se trasmite por contaminaciéon de
alimentos (carne, pollo, leche, huevos y vegetales), con heces fecales de personas o
animales infectados (www.cdc.gov). Esta enfermedad presenta una incidencia de
morbilidad de 55,811 casos infectadas por afio en México (Epidemiologia, SS, 2001).
En la actualidad se conocen 2,200 especies de Salmonella sp. y se han clasificado de
acuerdo a sus antigenos de superficie. Estas bacterias son lisina (+), sulfuro de
hidrogeno (+), reaccion TSI (+/-) con gas, indol (+), citrato (+) y malonato (-)

(Attisha y Clark 1995). Salmonella choleraesuis es un patégeno hospedero-adaptado


http://www.cdc.gov/

del cerdo, produciéndole paratifoidea. También puede ser patdgeno para los
humanos, pudiendo producir septicemia en su tracto intestinal (Chen-Hsun et al.,
2004).

2.3.4 Shigella spp.

La sintomatologia se produce entre las 24 a 48 h, después de la ingestion de las
bacterias y generalmente produce diarrea. Algunas personas pueden ser
asintomaticas pero portadoras de la enfermedad. Shigella presenta varias clases:
Shigella flexnieri, (Shigella del “Grupo D), Shigella flexnieri (Shigella del “Grupo
B”), Shigella dysenteriae (del tipo 1 ocasiona epidemias), S. flexnieri (produce
dolores en articulaciones, irritacion de ojos, dolores al orinar —se le llama sindrome
de Reiter-) (http://www.cdc.gov). Shigella estd relacionada con el género de
Escherichia y es considerada por algunos autores como otra cepa de E. coli. Sin
embargo, Shigella es anaerogénica (no produce gas a partir de carbohidratos) y es
lactosa (-). Este tipo de bacterias se trasmite por heces fecales en alimentos,
legumbres y fomites. (Attisha y Clark 1995).
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2.5 Descripcidn de las plantas

2.5.1 Artemisia ludoviciana Nutt. Istafiate / Estafiate.

Artemisia ludoviciana Nutt. Istafiate, Estafiate

Figura 3. Artemisia ludoviciana

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Artemisia L - sagebrush

Especie: ludoviciana Nutt — White sagebrush
Sinénimos: Artemisia ludoviciana mexicana ((Willd. Ex Spreng) Keck
Nombres comunes: Estafiate, istafiate o ajenjo (http://www.usda.gov)
No. de baucher: 024024.
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De la familia Asteraceae (Britton y Brown, 1970). Esta planta es de crecimiento
perenne llegan a medir hasta 1 metro de altura, tallos pilosos con hojas muy
aromaticas, tomentosas, bipinnadas y tripinnadas, las flores son hermafroditas de 3-4
mm de didmetro con brécteas de color verde grisaceo y numerosos flésculos
amarillos diminutos, aparecen desde finales de verano hasta finales de otofio. Los
usos medicinales que se le atribuyen son vermifugo, emenagogo y estimulante
(Stuart, 1981, Simon et al., 1984, Martinez y Martinez, 1990; Bown, 1996; Martinez,
1996); sus hojas masticadas reducen el dolor de garganta (Moerman, 1998). En
México el uso popular, es para el dolor de estdbmago, diarrea, parasitismo,
infecciones intestinales, afecciones bronqueales, anginas, bronquitis, resfriado, tos,
(Navarro, et al., 1996). Se han identificado como principios activos: guaianolido
crisartemina A, eudoesmanolidos, ludalbina, alfa-epoxyludalbina, arglanina,
douglanina, armexina, borneol terpenos, anfor, limoneno, alfa y beta-pelandreno y
armefolina sesquiterpenos, 8-alfa-acetoxyarmefolin y armexifolin, sesquiterpen
lactona estafiatina, artemisia-ketona, tulipinolido, y el germacranolido artemorin
(http://www.tlahui.com). En general las hojas, tallos y raices contienen aceite y
santonina, materia nitrogenada, substancias resinosas, clorofila, aloumina, almidoén,

celulosa, taninos y sales. (http://www.tlahui.com).
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2.5.2 Chenopodium ambrosioides L. Epazote / Pazote.

Chenopodium ambrosioides L. Epazote, Pazote

Figura 4. Chenopodium ambrosioides.

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Caryophyllidae
Orden: Caryophyliales
Familia: Chenopodiaceae
Género: Chenopodium L

Especie: ambrosioides L — Mexican tea, wormseed
Nombres comunes: Epazote, pazote, paico, hierba de los jesuitas apazote, pazote.
Sinénimos: Teloxys ambrosioides (L.) W. A. Weber) (http://www.usda.gov)

No. de baucher: 024023.

Planta herbacea perenne, muy aromatica, de tallo erguido de hasta 1 metro de

altura, glabro, con surcos longitudinales poco profundo, anguloso, ramoso, verde con
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lineas blanquecinas o rosaceas. Hojas ascendentes, atenuadas en peciolo corto,
oblongo-lanceoladas, mas o menos agudas, irregularmente sinuoso-dentadas o casi
enteras, delgadas, glabras, a veces tenuamente pubecentes, glandulosas en la cara
inferior, las hojas superiores son lanceolo-lineares, mas agudas y enteras y de color
muy intenso. Flores aglomeradas, pequefias de 1 mm de didmetro o un poco mayor,
reunidas en racimos foliosos, espiciformes, glabros, hermafroditas por lo regular.
Fruto ovoide, de menos de 1 mm, comprimido, perfectamente envuelto por el caliz,
semillas lisas, color negro brillante, lustrosa, lenticular, horizontal 0 mas o menos
vertical. Las hojas tienen sabor aromético. La floracion se presenta en otofio. Las
hojas tiernas son usadas como condimento en sopas y reduce la flatulencia (Facciola,
1990). Los usos medicinales son: vermifugo, estomaquico, carminativo, antimicotico
y antiasmatico, (Martinez y Martinez, 1990; Linares, 1993; Chevallir, 1996; Pahlow,
1995; Bown, 1996). Otros de los usos son como insecticida (Bown, 1996). Los
componentes principales son ascaridol, componente activo del aceite esencial
(Torres, et al., 2002), p-cimeno, limoneno, alcanfor, atasona, safrol, N-docosano, N-
heptacosano, beta-pineno, metadieno, salicilato de metilo, d- terpineol
(http://lwww.herbotecnia.com.ar), ademas de alfa pineno, alfa-felandreno, alfa-
terpineno, 1,8-cineol, gama-3-careno, linalol, timol, carvacrol, gama-2-careno,
limoneno, transpinocarveol, cis-para menta 2,8 dienol, pinocarvona, trans-isocarvrol,

verbenota, neoisodihidrocarveol, carvona, acetato de bornilo (Torres et al., 2002).
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2.5.3 Fluorensia cernua DC. Hoja sé / Hoja sen

Flourencia cernua. DC. Hoja sé. Hoja sen.

Figura 5. Flourensia cernua.

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Flourensia DC. - tarwort

Especie: cernua DC. American tarwort, Tarbush. (www.usda.gov).
Nombres comunes: Hoja sen, Hoja sé. (Martinez, 1996).
No. de baucher: 024027.

De la familia de las Asteraceae. Arbusto de 1-2 metros de altura, hojas olorosas
y de sabor amargo. Se utiliza contra la indigestién y como purgante suave (Martinez,
1996). Se le considera un arbusto perenne, sus hojas son alternas, simples y elipticas,

Ilegan a medir hasta 2.5 cm de largo. Las flores son compuestas, pequefias, solitarias
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e inconspicuas, en cabezuelas axilares; el fruto es un aquenio (www.fs.fed.us).
Contiene terpenos y compuestos fendlicos (Estell et al., 2002). En comunicaciones

personales se dice que tiene propiedades vermifugas.

2.5.4 Marrubium vulgare L. Marrubio / Manrubio.

Marribium vulgare. L. Marrubio. Manrubio

Figura 6. Marrubium vulgare.

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Marrubium L. - horehound

Especie: vulgare L. — horehound. (http://www.usda.gov).

Nombres comunes: Manrubio, marrubio. (Martinez, 1996).

No. de baucher: 024025.
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Marrubium vulgare L. Marrubio / Manrubio De la familia Labiatae. De
crecimiento perenne llegando a medir 0.5 metros de altura. Planta lefiosa, débilmente
aromatica y casi toda lanosa. Ramificada cerca de la base; tallos erectos, casi
cuadrados, de 30-60 mm de alto; hojas dentadas, ovadas, opuestas, tomentosas, de
1.5-5 cm de largo, largamente pecioladas. Flores blanquecinas, de 5-8 mm de largo,
numerosas en verticilos axilares (Stuart, 1981). Los usos medicinales que se le han
dado a esta planta son: antiséptico, antiespasmodico, digestivo, diurético,
emenagogo, expectorante y como tonico (Launert, 1981; Stuart, 1981, Lust, 1983;
Bown, 1996) y ademas como vermifugo, (Garcia, 1968, Simon et al., 1984; Martinez
y Martinez, 1990; Linares, 1993; Arias y Costas, 1995; Pahlow, 1995; Martinez,
1996). Como principios activos contiene: marrubina, lactona diterpénica amarga (de
nucleo labdanofurdmnco), diterpenos (marrubiol, peregrinol, vulgarol), flavonoides
(apigenina, luteolina y sus derivados 7-glucésido, 7-lactato, 7-(2 glusil) lactato y 7-
(2glucurosil)-lactato), quercetina (3-glucésido y 3-ramnoglucésido, vitexina,
vicenina Il y crisoeriol), acidos fendlicos (cafeico, clorogénico, 1-cafeilgquinico,
criptoclorogénico), trazas de aceite esencial (tricicleno, beta-pineno, bisabolon, beta-
elemona e isomenton-8-tiol), taninos, sapondsidos, esteroides (beta-sitosterol), acido
ursdlico, mucilagos, pectinas, sales minerales (Fe, K) y vitamina C.
(http://www.fitoterapia.net).
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2.5.5 Mentha spicata Hierbabuena, yerbabuena.

Mentha spicata. L. Yerbabuena. Hierbabuena

Figura 7. Mentha spicata

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Mentha L. — mint.

Especie: Mentha spicata L. — spearmint (http://www.usda.gov).

Sinonimos: Mentha viridis L. (http://www.hort.purdue.edu).

Nombres comunes: Hierbabuena, yerbabuena.
No. de baucher: 024028.

De la familia Lamiaceae. Planta perenne aromatica casi glabra, con estolones

subterraneos foliados. Tallos erectos, angulosos, ligeramente ramificados, de 30 a 60
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cm de altura. Hojas suaves y verdes, opuestas, casi sésiles, lanceoladas u ovado-
lanceoladas, con bordes profundamente aserrados, de hasta 6 cm de largo. Flores de
color lila palido, en espigas terminales cilindricas, irregulares, de 6-10 cm de largo
(Stuart, 1981). Se utiliza como condimento, té, aromatizante y para dar sabor a
dulces y pastas dentales. Dentro de sus propiedades medicinales se le atribuyen
propiedades antihematicas, antisépticas, antiespasmddicas, diurética, estimulante
(Briggs, 1978; Lust, 1983; Duke y Ayensu, 1985; Martinez y Martinez, 1990; Bown,
1996; Martinez, 1996) y contra el cancer (Duke y Yensu, 1985). Las hojas de menta
contienen aceite esencial (rico en mentol) y sus estereoisomeros (neomentol,
isomentol, mentona y ésteres de mentol), que van acompafiados de mentofurano y
otros monopertenos y sequiterpenos, flavonoides (aglicones, heterosidos), taninos;

acidos, fenoles y triterpenos (http://www.fitoterapia.net)

2.6. Separacion de los compuestos en extractos de plantas.

En general los procedimientos mas usados para la separacion de los compuestos
que son los responsables de las actividades en los extractos de las plantas incluyen el
uso de i) cromatografia de alta resolucion (HPLC), ii) cromatografia de gases, iii)
cromatografia en columna y iv) cromatografia en placa fina (Touchstone, 1992;
Canell, 1998; Rubinson y Rubinson, 2001 Fessenden y Fessenden, 2001;), Este
ultimo, es el mas utilizado ya que permite identificar y/o caracterizar semi-
cuantitativamente componentes individuales de los extractos de las plantas y es muy
adecuado, rapido, sencillo y extremadamente barato comparados con los otros
procedimientos mencionados (Touchstone, 1992; Canell, 1998; Fessenden y
Fessenden, 2001; Rubinson y Rubinson, 2001). La separacion por esta técnica se
basa en que los compuestos del extracto de las plantas se reparten de modo
diferencial, entre una fase estacionaria y una fase movil; el eluente (fase moévil) se
desplaza por una fina capa del sorbente (fase estacionaria), transportando asi los
componentes individuales de la mezcla de sustancias dependiendo de su solubilidad
y/o de su comportamiento frente a la adsorcion a ambas fases. La placa separativa es
plana y el recorrido particular de cada compuesto se emplea asi para su

identificacion. Las separaciones se realizan generalmente por el procedimiento
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ascendente, introduciendo el borde inferior de la placa cromatografica en el eluente,
que es succionado por accion de las fuerzas capilares del recubrimiento de la

superficie de cada placa.

La identificacion de cada uno de los componentes se realiza de acuerdo con su
color y del denominado valor Rf (factor de retencion), es decir, el cociente entre el
recorrido del compuesto (Is) y el del eluente (It) (Rubinson, y Rubinson, 1992). Una
vez separados los componentes de los extractos, los compuestos se visualizan con luz
visible, ultravioleta o vapores de yodo, se raspa la silica de cada banda y se extrae
con un disolvente el compuesto y para probar su actividad biolégica.
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3. HIPOTESIS

Considerando la utilizacion de las diferentes partes de las plantas de Artemisia
ludoviciana, Chenopodium ambrosioides, Marrubium vulgare, Flourensia cernua y
Mentha spicata dentro de la medicina tradicional para el tratamiento de pacientes con
disenteria, es posible que los extractos de la corteza, tallo y hojas de estas plantas
presenten actividad citotoxica in vitro contra Entamoeba histolytica, Giardia lamblia,
Escherichia coli 0157:H7, Salmonella choleraesuis, Shigella flexnieri y

Staphylococcus aureus.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Determinar in vitro la actividad citotoxica contra Entamoeba histolytica,
Giardia lamblia, Escherichia coli O157:H7, Salmonella choleraesuis, Shigella
flexnieri y Staphylococcus aureus de los extractos acuosos, acetonicos, metandlicos y
hexanicos de la corteza, tallos y hojas de Artemisia ludoviciana, Chenopodium

ambrosioides, Marrubium vulgare, Flourensia cernua y Mentha spicata.

4.2 Objetivos Especificos:

1. Evaluar los parametros de crecimiento (tiempo de duplicacion; tiempo de
generacion, intercepto en la curva, pendiente, r?, densidad maxima en tiempo
determinado) de Entamoeba histolytica y Giardia lamblia en sus medios de cultivo

originales.

2.- Colectar la corteza, tallo y hojas y obtener los extractos acuosos, hexanicos,
acetonicos y metandlicos de las plantas Artemisia ludoviciana, Chenopodium

ambrosioides, Marrubium vulgare, Flourensia cernua y Mentha spicata.

3.-Determinar la Clso (concentracion inhibitoria media) de los diferentes
extractos acuoso, acetonico, metandlico y hexanico de las plantas ya mencionadas
sobre E. histolytica y G. lamblia, y en Escherichia coli O157:H7, Salmonella
choleraesuis, Shigella flexnieri y Staphylococcus aureus determinar la CMB
(concentracion minima bactericida) de los diferentes extractos de cada planta.
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4.- Caracterizar parcialmente por cromatografia en placa fina los compuestos de

la(s) planta(s) que mayor Clso presenten para ambos protozoarios.
5.- Evaluar los compuestos quimicamente y determinar la dosis minima

inhibitoria sobre el crecimiento de E. histolytica, G. lamblia, Escherichia coli
0157:H7, Salmonella choleraesuis, Shigella flexnieri y Staphylococcus aureus.
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5. ANTECEDENTES

5.1 Efecto de los extractos de plantas sobre E. histolytica.

Poco se ha estudiado sobre los efectos de los extractos de las plantas contra E.
histolytica. Las investigaciones serias comienzan desde 1990, con el extracto acuoso
de la planta Punica granatum L y el efecto de sus alcaloides y taninos. Estos
extractos y compuestos se usaron a concentraciones de 1 a 1,000 pg/mL e inhibieron
el crecimiento de E. histolytica y E. invadens (Segura et al., 1990). Después no fue
hasta 1995, cuando se estudio el efecto del extracto etandlico de Boerhavia difusa,
Berberis aristata, Tinospora cordifolia, Terminalia chebula y Zingiber officinale
(usadas en la India) contra E. histolytica demostrando que solamente los extractos de
T. cordifolia y B. aristata inhibieron el crecimiento de este protozoario in vitro.
(Sohni et al., 1990).

Mas tarde en 1996, usaron los extracto etandlico, hexanico, n-butandlico y
cloroférmico del fruto de Piper longum contra E. histolytica a una concentracién de
1,000 pg/mL y la fraccion del cloroformo a 500 ug/mL, presentando estos extractos
una actividad amebicida moderada (Ghoshal et al., 1996). Posteriormente en 1998, se
estudiaron 45 extractos de diferentes plantas usadas como antidiarréicos en la
medicina tradicional contra E. histolytica. Solo 35 de ellas presentaron una actividad
amebicida parcial, entre las plantas usadas fueron: Paropsia brazzeana, Cryptolepis
sanguinolenta, Alchornea cordifolia, Hensia pulchella, Maprounea africana,
Rauwolfia obscura, Voacanga africana; Psisium guajava, Dialum englerianum,
Harungana madagascariensis Manguifera indica; Carica papaya, Morinda
morindoides y Tithonia diversifolia (Tona et al., 1998). En este mismo afio, también
se estudio el extracto metandlico de 19 plantas mexicanas, contra E. histolytica,

encontrando que los extractos de: Acalypha phleoides, Cnidoscolus tehuacanensis,

24



Geranium niveum, Helianthella quinquenervis y Teloxys graveolens presentaron
actividad parcial y los més efectivos fueron: Rubus coriifolius, Cuphea pinetorum, y

Helanthemum glomeratum (Calzada et al., 1998).

En 1999, otro grupo de investigadores estudiaron la planta Helianthemum
glomeratum particularmente los polifenoles: flavan 3-ols, (-)-epigallocatequina
galato y la (-)-epigallocatequina, sobre el crecimiento de E. histolytica. Encontraron
una actividad importante in vitro de los extractos metanolicos (Meckes et al., 1999).
Mas recientemente en el 2000 se estudié 42 extractos: acuosos, etandlicos y
hexanicos de 21 géneros (18 familias) de plantas medicinales de Sudéfrica.
Encontrando que las plantas: A. calamos, A. adianthifolia, D. oblongifolia y S. birrea

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

Posteriormente en el afio 2001 Arrieta et al., trabajaron con extractos etanélicos
de las hojas de Zanthoxylum liebmannianum los cuales demostraron efectos
inhibitorios sobre el crecimiento in vitro de E. histolytica y G. lamblia. De este
extracto se aislaron asarinina, viperina, p-sistoterol y el B-sistoterol glucosido. La

asarinina fue la mas activa contra ambos protozoarios (Arrieta et al., 2001).

Alanis y colaboradores en el 2003 realizaron un estudio de las partes aéreas de
Rubis corrifolius, planta medicinal usada por las comunidades Mayas en el sur de
México para tratar diarrea sanguinolenta, donde aislaron 7 compuestos conocidos: (-)
epicatequina, (+)-catequina, viperina, nigaichigosido F1, p-sitosterol, 3-
o—p—o—glucopiranodsido, acido galico y acido egélico, los cuales se probaron contra
E. histolytica obteniendo como resultado que la epicatequina fue el compuesto que
presentd la mayor actividad antiprotozoaria con una Clso de 1.9 ug/mL (Alanis et al.,
2003).
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5.2 Efecto de los extractos de plantas sobre G. lamblia.

En 1997 se estudiaron 25 pacientes con giardiasis (Giardia lamblia), a los cuales
se les administrd una dosis diaria de 1 g tres veces al dia de “Pippali Rasayana” (PR),
droga ayurvedica preparada de Butea monosperma (leguninaceae) y de Piper longum
L., (piperaceae), donde encontraron que después de 15 dias de tratamiento en 23
pacientes, desaparecieron tanto los quistes y los trofozoitos de las heces asi como sus
sintomas y el dolor abdominal, la presencia de moco y células con pus, mostrando
una marcada mejoria en el perfil clinico de estos pacientes (Saxena et al., 1997). En
este mismo afio Calzada et al., estudiaron el extracto metandlico de 19 plantas
mexicanas contra G. lamblia, encontrando que los extractos de las plantas derivadas
de Acalypha phleoides, Cnidoscolus tehuacanensis, Geranium niveum, Helianthella
quinguenervis y Teloxys graveolens presentaron actividad significativa contra este

protozoario (Calzada et al., 1998a).

Posteriormente en 1999 Tripathi y colaboradores, estudiaron el fruto de Piper
longum usado como remedio tradicional contra desordenes intestinales. A este fruto
lo probaron in vivo contra Giardia lamblia en ratones y estudiaron su efecto inmuno-
estimulatorio y su actividad como giardicida. Encontraron que los extractos acuosos
y etandlicos presentaron ambas actividades ya mencionadas (Tripathi, 1999). En este
mismo afio Meckes et al., estudiaron la planta Helianthemum glomeratum
particularmente los polifenoles: flavan 3-ols, (-)-epigallocatequina galato y la (-)-
epigallocatequina sobre el crecimiento de G. lamblia donde encontraron que estos

ultimos fueron activos a una Clso de 8.73 ug/mL (Meckes et al., 1999).

Alanis et al., en el 2003 realizaron un estudio de las partes aéreas de Rubis
corrifolius, donde aislaron 7 compuestos conocidos: (-) epicatequina, (+)-catequina,
viperina, nigaichigosido F1, B-sitosterol, 3-o-B-n-glucopiranésido, acido galico y
acido egalico, los cuales se probaron contra G. lamblia obteniendo como resultado
que la epicatequina fue el compuesto que presento la mayor actividad antiprotozoaria

con una Clsp de 1.6 ug/mL (Alanis et al., 2003).
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5.3 Efecto de extractos de plantas sobre bacterias

Han sido muy diversos los estudios de los extractos de plantas sobre los efectos
inhibitorios del crecimiento de muchas bacterias. En 1995 se estudiaron los extractos
metandlicos de Camellia sinensis L y de Euphorbi hirta L, donde de observé que
estos extractos presentaron efecto contra la disenteria causada por Shigella spp,
ademas de no ser citotoxicos sobre el hospedero (Vijaya y Nalini, 1995). Se ha
reportado que los Mayas utilizaban extractos acuosos de diferentes variedades del
chile Capsicum ssp. (C. frutescens, C. annuun, C. baccatum, C. chinense y C.
pubbescens) para controlar las infecciones causadas por bacterias. En la actualidad se
ha probado este efecto en sensidiscos contra 15 especies de ellas y una especie de
levadura, pudiéndose identificar dos compuestos: capsicina y dihidrocapsaicina,;
éstos presentaron diferentes grados de inhibiciéon contra B. cereus, B. subtilis, C.
tetani y S. pyogenes (Cichewicz y Torpe, 1996). En ese mismo afio se estudiaron 20
extractos metandlicos de plantas contra S. aureus, E. coli, P. aeruginosa y C.
albicans, los resultados mostraron que los extractos de Eucalyptus globolus, Punica
granatum, Artemisia mexicana y Bocona arborea poseen actividad contra estas
bacterias (Navarro et al.,. 1996). Otros estudios en el mismo afio, probaron los
extractos etandlicos de Bisa orellana contra B. subtilis, S. aureus y S. faecalis,
obteniendo una accion bactericida a dosis altas (Irobi et al., 1996). Ademas en el
mismo afio, se probaron 101 extractos de las plantas de Scrophulariaceae y
Acanthaceae, contra E. coli, P. aeruginosa, S. aureus y C. albicans. La actividad
antimicrobiana se detectd en mas del 40% de los extractos analizados (Meurer-
Grimes et al., 1996).

En 1997, trabajaron con 15 extractos de plantas de la familia Chenopodiaceas
donde analizaron los alcaloides, antraquinonas, cumarinas, flavonoides, saponinas,
esteroles y/o terpenos y taninos. Encontraron que la mayoria de los extractos tienen
actividad antimicrobiana contra E. coli, P. aeruginosa, S. aureus y B. subtilis (Al-
Saleh y et al., 1997). En este mismo afio, también se trabajo con los extractos
acuosos, metanolicos y cloroférmicos de Argemone mexicana, Baccharis

sordenscens, Cecropia obtusifolia, Commelina coelestis, Crescentia alata, Eryngium
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carlinae, Eysenhardtia polistachia y Ziziphus amole contra E. coli, S. aureus, S.
lutea, P. vulgaris y C. albicans siendo el extracto metandlico de E. polistachia el
mas potente a una dosis de 400 ug/mL contra estos microorganismos (Zavala et al.,.
1997)

En 1998, se estudié los efectos del glicoalcaloide de la planta de Solanum
(contiene solanina y chaconina), demostrando que ratones tratados con bajas dosis de
los extractos, sobrevivieron a dosis letales de S. typhimurium (Gubarev et al., 1998).
Por otro lado, también se investigd 109 plantas procedentes de Baja California Sur,
México, usando extractos etanolicos, éstos se probaron contra S. aureus, B. subtilis,
S. faecalis, E. coli y C. albicans y se encontr6 que 64 plantas fueron activas contra
una 0 mas de estas bacterias. Entre las plantas estudiadas se encuentran Artemisia
absinthium L. y Ch. ambrosiodes L y tuvieron muy poca actividad contra S. aureus y
B. subtilis y a Mentha spicata a quien no se le observo actividad alguna contra estas

bacterias (Dimayuga et al., 1998).

Mas recientemente en el afio 2000, se investigo en los extractos con éter de
petrdleo, benceno, cloroformo, acetona y metanol de la planta Ficus racemosa, los
cuales fueron probados contra E. coli, B. pumilis, B. subtilis, P. aeruginosa y S.
aureus, y se encontro que éstos extractos inhibieron medianamente el crecimiento de
las bacterias (Mandal et al., 2000). En este mismo afio, evaluaron los extractos
metanolicos de Picralima nitida sobre bacterias gram-positivas y gram-negativas,
encontrando una concentracion minima inhibitoria para S. aureus muy similar al
control (ampicilina) (Fakeye et al., 2000). También en ese mismo afio, se evaluaron
los aceites esenciales y extractos etandlicos de Phlomis fruticosa L. con su poder
antimicrobiano y se encontrd que los aceites esenciales presentaron actividad
inhibitoria en el crecimiento sobre S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, B. subtilis, S.
faecalis, K. pneumoniae y M. luteus y los extractos etandlico presentaron actividad
contra S. aureus y B. subtilis (Ristic et al., 2000).

En el 2001 se probd la actividad inhibitoria de la fraccion etil acetato insoluble
del extracto metanolico de Cleistropholis patens (una hierba medicinal Nigeriana
utilizada para la fiebre tifoidea) contra S. aureus, B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa,

S. typhinium, A. niger y C. albicans y se observo que la fraccién esteroidal fue 20 y
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15 veces mas potente que la penicilina y el cloramfenicol contra B. subtilis y dos
veces mas activa contra K. pneumoniae (Ebi y Kamalu 2001). En este mismo afio se
investigo al extracto etandlico de Streblus asper sobre el crecimiento de S. mutans, S.
aureus, E. coli, P. aeruginosa, S. marscenses, K. pneumoniae, Enterobacter y C.
albicans, encontrando que este extracto solo, es muy activo contra S. mutans
(Wongkhm et al., 2001). También se determind la actividad antibacteriana de
diferentes fracciones del extracto metanolico de Ailanthus excelsa contra B. subtilis,
S. typhimurium, P. aeruginosa, E. coli y P. cichorii, encontrando que la fraccion de
etil acetato inhibio el crecimiento de todas las bacterias probadas (Shrimali et al.,
2001).

En el 2003 se estudiaron las actividades antimicrobianas de los extractos
metanolicos y la fraccion alcaloidea de Tabernaemontana catharinensis A. DC., por
el método de difusion de Kirby-Bauer (Pinheiro et al., 2003), donde encontraron
actividad moderada contra B subtilis, S. aureus, E. coli, S. faecalis, S. entiritidis, S.
flexnieri, S. epidermedis, Acynetobacter iwoffil (Guida et al., 2003). También se
estudio en este mismo afio, las xantonas de Kielmeyera variabilis (un arbol de Brasil
usado contra enfermedades tropicales severas como schistosomiasis, leishmaniasis,
malaria, hongos y bacterias). Encontraron que los extractos metandlicos fueron muy

activos contra S. aureus y B. subtilis (Pinheiro et al., 2003).

5.4 Importancia del presente trabajo.

México cuenta con una gran diversidad etnobotanica debido a su clima, suelo y
actividad orogénica por lo que existen mas de 30,000 especies de plantas (Lugo,
1992) y solo un bajo porcentaje de éstas ha sido estudiado tanto en su bioactividad
cOmo en sus compuestos quimicos. Los microorganismos, tanto enterobacterias como
protozoarios han comenzado a mostrar drogo-resistencia a los antibioticos y
medicamentos de eleccidn. Es indispensable buscar nuevas alternativas para encontrar
compuestos que puedan matar a estos microorganismos. El trabajar con la productos
naturales nos puede proporcionar nuevas drogas 0 compuestos que se requieren

urgentemente para combatir estas enfermedades. Por ello, el interés de este trabajo es
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investigar si en los extractos acuosos, acetdnicos, metandlicos y hexanicos de la
corteza, tallos y hojas de las plantas Artemisia ludoviciana, Chenopodium
ambrosioides, Marrubium vulgare, Flourensia cernua y Mentha spicata existe la
presencia de principios activos citotoxicos contra: Entamoeba histolytica, Giardia
lamblia, Escherichia coli, Salmonella choleraesuis, Shigella flexnieri vy

Staphylococcus aureus causantes de disenteria en el humano.

5.5 Originalidad y Justificacion

Las plantas medicinales son consideradas como una importante fuente de
estructuras potencialmente Gtiles para el desarrollo de nuevos agentes
quimioterapéuticos. El primer paso hacia esta meta, es la determinacion de los efectos
bioldgicos de extractos de plantas preparados en forma tradicional. La estrategia
exitosa para la investigacion de estas preparaciones involucra la seleccion de
extractos crudos basados en una combinacion de préacticas etnofarmacoldgicas y en
este caso poder usarlas contra microorganismos que producen diarrea como:
Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Escherichia coli, Salmonella choleraesuis,
Shigella flexnieri y Staphylococcus aureus. Debido a los escasos trabajos cientificos
realizados con estas plantas nos dimos a la tarea de investigar sus propiedades

bactericida y antiprotozoarias.

5.6 Contribucion y prespectivas del presente trabajo

Consideramos que las principales contribuciones de este trabajo a los campos de
la etnobotanica experimental y a la de etnofarmacobiologia son las siguientes: i)
hallazgos de 7 extractos que presentaron actividad citotoxica para Entamoeba
histolytica y 4 para Giardia lamblia (tablas 1 y 2); ii) las plantas de Marrubium
vulgare y Mentha spicata tuvieron un efecto sobre S. aureus (tabla 4); iii) evidencia
de que la mayoria de las plantas presentaron indicios de sesquiterpenlactonas, dobles

enlaces, oxidrilos fendlicos, azucares y lactonas (tabla 5); iv) el extracto metandlico
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de la planta de M. vulgare fue el que menor Clso present6 para E. histolytica y G.
lamblia (tabla 3). Por cromatografia en placa fina se determinaron 5 fracciones, las

cuales presentaron menos del 50% de inhibicion para ambos protozoarios (tabla 6).

Las perspectivas de este trabajo consisten en que a partir de los extractos de
cada planta que dieron mejor efecto sobre ambos protozoarios, extraer los
compuestos activos y analizar su contribucion relativa de cada una de ellos sobre las
bacterias y los protozoarios y evaluar su citotoxicidad sobre células humanas y

animales de experimentacion.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Origen de los reactivos

Todos los compuestos usados en esta tesis, fueron grado reactivo y sus origenes
fueron los siguientes: de Bioxon de México: extracto de levadura y peptona de
caseina; de Sigma Chemical Co. (St. Louis Mo, USA), glucosa y L-cisteina; de
Reactivos Monterrey: cloruro de sodio, acido ascérbico, citrato férrico amonico e
hidréxido de sodio; de JRH Biosciences. (Lenexa, KS), vitaminas de Diamond; de
Control Técnico y Representaciones: el hexano, acetona, metanol y etanol; de
Bioxon, Becton Dikenson de México. S. A. de C. V: caldo soya tripticaseina y agar
granulado marca BBL. Cockeysville, Maryland. USA. Div. Becton Dickinson and
Company el cloramfenicol y de Sigma el metronidazol.

6.2 MATERIAL BIOLOGICO

6.2.1 Cepa de HM1: IMSS de Entamoeba histolytica.

Proviene del cepario del laboratorio de Bioquimica y Fisiologia Celular, de la
Division de Biologia Celular y Molecular del Centro de Investigacion Biomédica del
Noreste. En este laboratorio se ha cultivado por 16 afios en el medio PEHPS (Said-
Fernéndez et al., 1988).

32



6.2.2 Cepa de Giardia lamblia IMSS:0889.

Proviene del cepario del laboratorio de Bioquimica y Fisiologia Celular, de la
Division de Biologia Celular y Molecular del Centro de Investigacion Biomédica del
Noreste. En este laboratorio se ha cultivado por 9 afios en el medio TYI-S-33
(Diamond et al., 1978).

6.3 Cepas bacterianas.

Las cepas bacteriana fueron proporcionadas por el Laboratorio de Microbiologia
General de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la U. A. N. L. y son: a) Escherichia
coli O157:H7 obtenida del Instituto Nacional de Referencia Epidemioldgica
(INDRE) Méx, D. F. b) Staphylococcus aureus ATCC 25923, c) Salmonella
choleraesuis ATCC 6962 y d) Shigella flexnieri ATCC 25931.

6.4 Preparacion de suero.

6.4.1 Suero bovino estéril.

El suero se descongel6 en bafio de agua a 37 °C y se descomplement6 a 56 °C
por 30 min, agitandolo suavemente cada 5 min. Se transferid asépticamente 10 mL
del suero a tubos esteriles de borosilicato con tapon de rosca y se incubaron a 37 °C
por 5 dias para comprobar su esterilidad y se almacenaron a —20 °C hasta su uso.
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6.5 Preparacion de los medios de cultivo.

6.5.1 Medio basal (PEHP) (Said-Fernandez et al., 1988).

Peptona de caseina 10.0 g, D-Glucosa 6.0 g, L-cisteina 1.0 g, &cido ascorbico
0.1 g, KH2PO4s 1.0 g, KoHPO4 0.6 g, extracto de higado y pancreas 250 mL. Se
mezcld y se disolvieron los componentes en 950 mL de agua desionizada. Se ajustd
el pH a 7.0 con NaOH 10 N y se afor6 a 1,000 mL con agua desionizada. EI medio se
distribuy6 en alicuotas de 5 mL en tubos para cultivo de 13 X 100 mm con tapén de
rosca y se esterilizé en autoclave a 121 °C por 15 min. Posteriormente se almacend el

medio a temperatura ambiente hasta su uso.

6.5.2 Medio basal TYI (Diamond et al., 1978).

Tripticasa 20.0 g, extracto de levadura 10.0 g, glucosa 10.0 g, NaCl 3.30 g, L-
cisteina 1.0 g, acido ascorbico 0.2 g, KH2PO4 0.6 g, K2HPO4 1.0 g vy citrato férrico
amonico 0.028 g. Los componentes se disolvieron en 950 mL de agua desionizada,
se ajusto el pH a 7.0 con NaOH 10 N y se afor6 a 1,000 mL con agua desionizada. El
medio se distribuyd en alicuotas de 5 mL en tubos de 13 X 100 mm con tapén de
rosca. Se esterilizo en autoclave a 121 °C por 15 min y los tubos se almacenaron a 4

°C hasta su uso.

6.5.3 Medio completo PEHPS y TYI.

Se adicion0 a los tubos conteniendo 5 mL de los medios PEHPS y TY1 10% de
suero bovino 48 h antes de inocularse con amibas y giardias respectivamente
(adicionado con vitaminas 107 de Diamond’s -25 mL de vitaminas; JRH
Bioscienses, Lanexa, KS por cada 1,000 mL de suero-). Al TYI-S ademaés se le

agregd 1% de bilis bovina (0.5 g/10 mL de agua desionizada y esterilizada por
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filtracion de 0.22 micras Millex-GS, Millipore, Molsheim, France) (Keister, 1983).
Se incub6 por 72 h a 37 °C para comprobar su esterilizacion. Este material se uso

posteriormente para las resiembras de los protozoarios.

6.5.4 Caldo Soya-Tripticasa

Para la preparacion del caldo soya-tripticasa, se siguieron las especificaciones
del fabricante (BBL), se agreg6 30.0 g de caldo soya tripticasa a 1,000 mL de agua
desionizada. El caldo disuelto se distribuyd en alicuotas de 5.5 mL en tubos de 13 X
100 mm con tap6n de rosca. Se esterilizd en autoclave a 120 °C por 15 min.

Posteriormente se almaceno en refrigeracion hasta su uso.

6.5.5 Agar Soya-Tripticasa

Se procedié de la misma forma que en el 6.5.4 pero con la siguiente
modificacion: se agregd al caldo soya-tripticasa, 20.0 g de agar bacterioldgico en
1000 mL de agua desionizada. Se calentd el medio a 70 °C para disolver el agar. Una
parte del medio se distribuyd en tubos de 13 X 100 mm colocando alicuotas de 5 mL
y la otra parte en un matraz de vidrio. Se esteriliz6 en autoclave a 121 °C por 15 min.
Después de este tiempo los tubos se colocaron en forma inclinada, y el medio del
matraz se vertié en cajas de petri de 100 X 15 mm estériles, se dejé enfriar a
temperatura ambiente y se almaceno el material en ambiente himedo a 4 °C hasta su

uso.
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6.6 Cultivo axénicos de protozoarios.

6.6.1 Resiembra

Las cepas de Entamoeba histolytica HM1-IMSS y de Giardia lamblia
IMSS:0889 se mantuvieron a 37 °C en una incubadora (Napco, modelo 5100,
Pdrtland Oregon, USA). Antes de cada resiembra se observaron los cultivos en un
microscopio invertido (Reich, No. de serie WI-54220) para comprobar el buen
aspecto morfolégico y la movilidad de estos protozoarios. Se colocaron los cultivos
de cada cepa en agua-hielo por 10 min, posteriormente se determind la concentracion
celular con un hemacitémetro y se inocularon 5 X 10% amibas y 1 X 10* giardias por
mL en cada uno de otros tres tubos (5.5 mL de medio suplementados con 10% de
suero bovino) en medio de cultivo PEHPS (Said-Fernandez et al., 1988) o TYI-S-33
(suplementado 10% de suero bovino y 0.1 % de bilis bovina, Keister, 1983) fresco.
Se conservaron los cultivos de la pendltima resiembra hasta comprobar el
crecimiento celular de las amibas y las giardias. Las resiembras se realizaron cada 72
h.

6.7 Cinética de crecimiento

6.7.1 Entamoeba histolytica

Se realizaron tres experimentos independientes por triplicado para cada cepa. Se
colocaron los tubos de la ultima resiembra en agua-hielo por 10 min, se agitaron
suavemente y se determind la densidad celular de cada tubo con un hemacitometro.
Se inocularon 5,000 trofozoitos/mL a 63 tubos de 13 X 100 mm conteniendo 5.5 mL
de medio PEHPS. Cada 24 h se determind en 3 tubos el numero de trofozoitos por

mL por tubo.
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6.7.2 Giardia lamblia:

Se utilizo el procedimiento antes descrito para E. histolytica con la siguiente
modificacion: de los mejores tubos de la ultima resiembra, se enfriaron en agua-hielo
por 10 min, se agitaron suavemente y se determiné la densidad celular haciendo una
dilucion de 1:10 para contar a las giardias (usando 100 pL de medio de cultivo
enfriado y homogenizado en 900 uL de formalina al 10%), se obtuvo usando un
hemacitometro el nimero de trofozoitos por mL por tubo. Se inocul6 45 tubos (por
triplicado) con 5.5 mL de cultivo TYI-S-33 y un in6culo de 1 X 10* trofozoitos/mL,
los cuales se contaron cada 24 h.

6.8 Cultivos bacterianos

Los cultivos bacterianos se activaron, inoculandolos en caldo soya-tripticasa a
37 °C/24 h. Posteriormente se reincubaron en agar soya tripticasa y se incubaron
nuevamente a 37 °C/24 h, para enseguida almacenarse a 4 °C/30 dias hasta su

utilizacion.

6.8.1 Ajuste de los in6culos bacterianos

De un cultivo activado en agar soya tripticas se tomd un in6culo y se
resuspendio en un tubo con solucion salina al 0.85%, hasta obtener una absorbancia
de 0.098-0.1 equivalente al tubo 0.5 de la escala de MacFarland. La lectura se llevo
a cabo en un espectrofotdbmetro (TURNER Sp830) a una longitud de onda de 600

nm.
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6.9 Colecta de las plantas

6.9.1 Localizacion

Las plantas se colectaron en el municipio de Galeana. Este municipio se
encuentra en la parte central del Estado de Nuevo Ledn, en las coordenadas 24° 50°
latitud norte y 100° 04’ longitud oeste, a una altura de 1,655 metros sobre el nivel del
mar. Limita al Norte con Rayones y con el estado de Coahuila; al Sur con Aramberri
y Doctor Arroyo; al Este con Rayones, Montemorelos, Linares e Iturbide, y al Oeste
con los estados de Coahuila y San Luis Potosi. Su extension territorial es de 7,154.6
kilometros cuadrados y presenta los siguientes cerros: El Cerro del Potosi con 3,715
(de los mas altos de Nuevo Ledn), El Pafiuelo, El Orégano y las Sierras de Cateado y
Mazmorras. Galeana tiene los rios: Pablillo, Potosi y Pil6n, la Laguna de Labradores
y las presas: el Vikingo y el Carmen. Su clima es seco, estepario y frio; es templado
con lluvias de verano y una precipitacion media de 393 mm. Galeana presenta una
temperatura media anual de 19 °C. Su flora se compone de pinos, encinos, oyameles,
cedros, mezquites, palmas, lechuguillas, magueyes, nopales, carrizos y nogales
(http://www.e-local.gob.mx).
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Figura 8. Mapa del Estado de Galeana, N.L.

Las plantas se colectaron del ejido San Antonio del Salero, municipio de
Galeana. Obtuvimos corteza, tallo y hojas de Artemisia ludoviciana Nutt.,
Chenopodium ambrosioides L., Marrubium vulgare L., Mentha spicata L y
solamente las hojas de Fluorensia cernua DC. Parte de cada planta, se coloco en una
prensa botanica y se identificaron en el Departamento de Fanerogamas del
Laboratorio de Boténica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Auténoma de Nuevo Leon. Esto con el objeto de obtener su identificacion correcta y
tener la certeza de que las plantas fueron las auténticas para hacer las pruebas de
actividad antiprotozoaria y antimicrobiana. Otra parte del material colectado se
deshidrato en una estufa a 37 °C. Despues se triturd cada parte seca de las plantas,

con un molino manual y se almaceno el material en frascos oscuros de vidrio. De
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cada muestra se obtuvieron los extractos, hexanicos, acetonicos, metandlicos y
acuosos. La preparacion de los extractos se realizo en el laboratorio de Bioquimica y
Fisiologia Celular del CIBIN, IMSS.

6.10 Obtencidn de los extractos

6.10 1 Extractos acuosos

A partir de la muestra seca y molida se agregaron 60.0 g a 600 mL de agua
bidestilada y se llevo a ebullicion/20 min. Después de este tiempo, se retird del fuego
y se dejo reposar hasta que la infusion alcanzo la temperatura ambiente. El extracto
resultante se filtro a traves de filtros de 8.0, 4.0, 0.8 y 0.45 micras e inmediatamente
se llevo a sequedad usando una liofilizadora (LABCONCO, Freeze Dry System,
Frezone 12 USA). Una vez liofilizadas las muestras, se colocaron en frascos de

vidrio oscuro y se almacenaron a temperatura ambiente hasta su uso.

Figura 9. Filtracion del extracto acuoso
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Figura 10. Liofilizacion de los extractos acuosos

6.10.2 Extractos hexanicos.

Se colocaron en matraces erlenmeyer con tapén de rosca, 300 mL de hexano y
150.0 g de la muestra seca de las plantas de Artemisia ludoviciana Nutt.,
Chenopodium ambrosioides L., Marrubium vulgare L., Mentha spicata L y solo las
hojas en el caso de Fluorensia cernua. Se mantuvieron los matraces en un agitador
shaker (Controlled Environment Incubator Shaker, New Brunswick Scientific, N.J.,
USA) por 7 dias a temperatura ambiente. Después de este tiempo se filtr6 cada
extracto en filtros Wathman No. 1. El filtrado se dejé evaporar hasta sequedad a
temperatura ambiente usando una campana de extraccion. Se obtuvo el extracto
mediante un raspado de los residuos y se almacenaron en frascos de vidrio oscuro
hasta su uso. Para el andlisis de cada extracto, se pesé 0.3 g de cada extracto y se
resuspendid en 3 mL de etanol absoluto (solucion madre). Posteriormente se
esteriliz cada solucion madre usando filtros de 0.22 micras (Millipore, Molsheim,
France), y se almacend cada solucién del extracto estéril a - 20 °C hasta su uso.

41



6.10.3 Extractos acetonicos.

Al residuo vegetal hexanico de cada planta se agregaron 300 mL de acetona. Se
colocaron en agitacion constantemente por 7 dias a temperatura ambiente en un
agitador sheker. Después de este tiempo, se filtré con papel Wathman No. 1. A los
filtrados los evaporamos a sequedad y se conservaron en frascos de vidrio oscuro a
temperatura ambiente hasta su uso. Se resuspendieron 0.3 g de cada extracto en 3 mL
de etanol absoluto, se esterilizd por filtracion y se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

6.10.4 Extractos metandlicos.

A los residuos vegetales acetonicos de cada planta se les agregdé 300 mL de
metanol. Se agitaron los extractos de cada planta en forma constante por 7 dias a
temperatura ambiente usando un agitador sheker. Después de este tiempo, se filtro
cada extracto en papel Wathman No. 1. El filtrado se evapordé a temperatura
ambiente en una campana de extraccién. Se rasparon los residuos de cada extracto y
se conservaron en frascos oscuros hasta su uso. Resuspendimos 0.3 g de cada
extracto en 3 mL de etanol absoluto, se esterilizé por filtracion y se almacend cada

extracto a -20 °C hasta su uso.
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Figura 11. Obtencidn de los extractos con solventes

Figura 12. Extractos en el sheker en agitacion constante.
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6.11 Obtencion de la Clso en E. histolytica y G. lamblia de los extractos de cada
planta y el metronidazol.

La Clso es la concentracion inhibitoria necesaria para obtener el 50 % de los
microorganismos vivos cuando se trabaja en condiciones de citotoxicidad de algun

farmaco.

6.11.1 Incorporacion de los extractos de las plantas a los medios de
cultivo PEHP (Amibas) y TY1 (Giardias) y la obtencion de sus
Clso

6.11.1.1 Acuoso.

Tubos con tapon de rosca conteniendo 5 mL de medio PEHP, TYI y Soya-
Tripticasa-Caldo se esterilizaron a 121 °C por 15 min y se dejaron enfriar. A los
tubos con medio PEHP y TYI1 les afiadimos 10 % de suero (con vitaminas y al TYI-
S-33 1 % de bilis bovina)., se afiadié 50 pL de cada uno de los extracto acuosos de
cada planta previamente esterilizados por filtracion con filtros de 0.22 p, ajustando
las concentraciones desde 10 a 0.5 mg/mL. Se inocularon los tubos de PEHPS con 5
X 10° amibas/mL y en el caso de TYI-S 1 X 10* giardias/mL vy las bacterias con 1.5
X 10° bacterias/mL. Se determiné el nimero de trofozoitos en los medios PEHPS y
TYI1-S-33 cada 72 h con un hemacitémetro y en el caso de las bacterias a las 24 h, se
seleccionaron los tubos con ausencia de turbidez y se corrobor6 la ausencia de
crecimiento inoculando 10 pL en cajas petri con agar soya tripticasa. Como control
positivo usamos al cloranfenicol (a concentraciones de 0.001 a 20 mg/mL) y como
control negativo 50 pL de etanol absoluto. Con estos datos determinamos la

Concentracién Minima Bactericida.

6.11.1.2 Hexanico, acetonico y metandlico.

A partir de los diferentes extractos obtenidos con diferentes polaridades de cada
planta, se procedié de igual manera que en el extracto anterior, solo que las
concentraciones de cada extracto se ajustaron desde 5.0 a 0.009 mg/mL. Los tubos
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con medio PEHPS y TYI-S-33 se inocularon con la misma concentracion de cél/mL
que en el caso anterior; de la misma forma se procedié con las bacterias. EI nimero

de trofozoitos y de bacterias se determino de igual forma que en el caso anterior.

En todos los experimentos con los extractos de las plantas, se usé como control
positivo al metronidazol (0.4 a 0.05 pg/mL) disuelto en los medios PEHPS (amibas)
0 TYI-S-33 (giardias) y al cloramfenicol (20 mg/mL a 10 pg/mL) para las bacterias.
Como control negativo usamos 50 L de etanol absoluto (Sigma). Se incubd durante
72 h, después de este tiempo se determind el nimero de trofozoitos con un
hemacitometro y el nimero de bacterias a las 24 h. Posteriormente se inoculé en

cajas Petri con agar soya tripticasa para descartar crecimiento bacteriano.

6.12 Analisis estadistico de la Clso usando el método PROBIT
(Finney, 1971).

Se obtuvo la Clso de cada experimento del logaritmo base 10 del ndmero de
trofozoitos vivos de cada dosis probada en los extractos de cada planta; el
metronidazol (control positivo) y el etanol (control negativo); estos datos los
comparamos con el nimero de trofozoitos contra el control negativo. Los datos se
procesaron y analizaron en el paquete estadistico SPSS version 10. Se grafico el
namero encontrado en Probit contra el logaritmo base 10 de las concentraciones

probadas de cada extracto (Finney, 1971).

6.13 Obtencién de la CMB de los extractos de las plantas sobre las bacterias

La actividad antimicrobiana se mide determinando la cantidad mas pequefia del
agente que se necesita para inhibir el crecimiento de un organismo control, valor que
se conoce como concentracion minima bactericida (CMB). Se determino las CMB de
los extractos de cada planta en tubos con 5 mL de Caldo-Soya-Tripticasa, a los
cuales se les afiadi6 diferentes concentraciones de cada extracto. Se inocularon tubos

con 10 pL de la suspension bacteriana y se incubd por 24 h. Después de la
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incubacion se observo la ausencia de crecimiento, indicado por la ausencia de

turbidez visible y se corroboré depositando en placas con agar soya tripticasa.

6.13.1 Técnica de dilucidon en tubo usando los extractos de_las plantas sobre el
crecimiento de las bacterias.

6.13.1.1 Acuosos

Se procedi6 igual que el inciso 6.11.1.1

6.13.1.2 Hexanico, acetonico y metandlico

Se procedi6 igual que el inciso 6.11.1.2

6.14. Identificacién de metabolitos secundarios de los extractos de las pantas por
métodos quimicos. (Dominguez, 1973).

Se identificaron los metabolitos secundarios en cada extracto de cada planta y
determinamos los posibles grupos funcionales por los métodos de pruebas coloridas.

6.14.1 Prueba de Liebermann-Burchard

Para triterpenos y compuestos esteroidales. En una placa de porcelana se afiadio
una gota del extracto, 1 gota de cloroformo y tres gotas del reactivo de Liebermann-
Burchard (20 pL de &cido sulfdrico mas 1 mL de &cido acético anhidro y 1 mL de
cloroformo), un viraje de color hacia azul, verde, rojo 0 anaranjado es una prueba

positiva para estos compuestos.
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6.14.2 Prueba de Salkowski

Para esteroles y metilesteroles. A 1 gota de cada muestra de extracto de cada
planta se le afiadi6 1 mL de cloroformo y 1 mL de &cido sulfarico, al contacto se
observa un viraje de color hacia el amarillo o rojo en la presencia de estos

compuestos.

6.14.3. Prueba de acido sulfurico

Para flavonoides. A una gota del extracto, se le agreg6 3 gotas de &cido sulfurico
concentrado. Si la coloracién varia corresponde a: amarillo para flavonas y
flavonoles; naranja-guinda para flavonas; rojo-azuloso para chalconas y roja-purpura

para quinonas.

6.14.4. Prueba de Baljet

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

coloracion naranja a roja obscura representa una prueba positiva.

6.14.5. Prueba de Dragendorff

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

cuando mezclamos 5 mL de la solucion A con 4 mL de la solucion B y aforamos a
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100 mL con agua bidestilada. A 1 gota del extracto se le agregaron 80 pL del
reactivo 2, al contacto las muestras que se tornaron a una coloracion rojas o naranjas

persistentes por 24 horas nos indica una prueba positiva.

6.14.6. Prueba de permanganato de potasio

Para dobles enlaces. Se disolviero 2.0 g de permanganato en 100 mL de agua
bidestilada. Pesamos 0.2 mg de cada extracto y agregamos 3 gotas del permanganato.

Si se observa precipitado café la prueba es positiva.

6.14.7. Prueba de cloruro férrico

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

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

6.14.8. Prueba de Molisch

Para azUcares. Se afiadiieron a tubos de ensaye de 13 X 100 mm 2 gotas del
extracto con 60 pL de reactivo de Molisch (1 g de alfa naftol en 100 mL de etanol al
95%), se agitaron los tubos y se afadié a cada tubo 2 ml de &cido sulfirico
concentrado por las paredes. La prueba se considero positiva si se observa un anillo

coloreado en la interfase.
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6.14.9. Prueba de bicarbonato de sodio

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

indica la presencia de estos compuestos.

Figura 13. Placa de porcelana con pruebas coloridas

6.15. Cromatografia en placa fina de los extractos de las plantas.

Los extractos se separaron en fracciones usando cromatografia en placa fina

(silica gel GHL, F-254 de 250 um, Universal Cientific Incorporated Merck Inc.).

Se aplicaron 3 mL del extracto (1 g en 10 mL de etanol), gota a gota con una
jeringa de 10 mL a 1.5 cm del borde inferior de una cormatoplaca. Se secaron las
muestras con calentamiento ligero con aire de un secador de pelo industrial. Se
coloco verticalmente las cromatoplacas dentro de cdmaras porta cromatoplacas. Se
us6 como disolvente una mezcla de cloroformo-acetona (9.5:0.5). Se cerraron las

camaras y se dejo ascender el disolvente hasta 0.5 cm antes de terminar las
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cromatoplacas. Se evaporoé el disolvente a temperatura ambiente y se observaron las
fracciones usando luz visible y luz ultravioleta. En base a las separaciones de las
fracciones se obtuvieron los Rf de cada fraccion: el cociente entre el recorrido de la
fraccion (Is) y el del eluente (I7).

Is (cm)
Rf =
I+ (cm)

—
fobxr ¥R Te BF

AR LN

Figura 14. Corrimiento de las muestras en cromatoplacas de
silica gel.

6.16 Aislamiento de las fracciones.

Se aislaron las fracciones de las cromatoplacas que mayor separacion tuvieron,
se raspo cada fraccién y se colocaron en tubos de poliestireno de 50 ml. A cada tubo
se le agregd 10 mL de etanol absoluto y se agitaron en un vartex 15 min, después se
centrifugaron 2,500 r.p.m. por 20 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante
se coloco en tubos de vidrio 15 X 150 mm (previamente pesados) y se llevaron a

sequedad en una estufa a 45 °C. Se determiné por diferencia de peso la cantidad de
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cada muestra y se ajustaron las concentraciones entre 111 y 123 pg/mL en etanol
absoluto.

6.17 Efecto de las fracciones sobre E. histolytica y G. lamblia.

Se obtuvieron las fracciones de las cromatoplacas a partir de los extractos. Cada
fraccion se probo contra el porcentaje de viabilidad en E. histolytica y G. lamblia. A
tubos con tapdn de rosca y 5 mL de medio PEHPS (amibas) y TY1-S-33 (giardia), se
les afladieron 50 pL de cada fraccion y se ajustaron las fracciones a la maxima
concentracion. Se inocularon los tubos de PEHPS con 5 X 10° amibas/mL y en el
caso de TYI-S 1 X 10* giardias/mL. Se determiné el nimero de trofozoitos en los
medios PEHPS y TYI-S-33, después de incubarlos por 72 h con un hemacitémetro y

los resultados se comprobaron contra el control negativo (etanol absoluto).

6.18 Determinacién de los grupos funcionales de las fracciones aisladas

A fracciones aisladas de la cromatografia se les realizo6 las pruebas coloridas de

acuerdo a lo descrito por Dominguez, 1973 tal y como se describe en el punto 6.14
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7. RESULTADOS

En esta investigacion se decidio explorar el efecto de los extractos, hexanicos,
acetonicos, metanolicos y acuosos de las siguientes plantas: corteza, tallo y hojas de
Artemisia ludoviciana Nutt., Chenopodium ambrosioides L., Marrubium vulgare L.,
Mentha spicata L y solamente las hojas de Fluorensia cernua DC, sobre el
crecimiento in vitro de E. histolytica, G. lamblia y sobre las bacterias: E. coli, S.

aureus, S. choleraesuis y S. flexnieri.

7.1 Relacion temporal del crecimiento de la cepa HM1:IMSS de
E. histolytica y la cepa IMSS:0989 de Giardia lamblia.

Se determind matematicamente por medio de regresiéon lineal en curvas de
crecimiento de E. histolytica y G. lamblia los parametros de crecimiento como el
tiempo de duplicacion, indculo y dias de incubacion necesarios para obtener cultivos
creciendo en la fase exponencial y en buenas condiciones fisiol6gicas para cada

protozoario (fig. 15y 16).

7.1.1 E. histolytica cepa HM1:IMSS.

La fig. 15 corresponde a una curva tipica de crecimiento de la cepa HM1:IMSS,
en donde se observa una ausencia de la fase lag de crecimiento. La funcion que
encontramos en la fase exponencial de crecimiento de la cepa HMI1:IMSS
correspondio a la siguiente ecuacion:

Numero de amibas/mL = e™X*P,

Correlacién con la recta r? = 0.95
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A partir de esta ecuacion se determiné un tiempo de duplicacion de 33.76 h, un
indculo de 5 X 10° amibas/mL y el tiempo de cultivo de 3 dias necesario para

obtener cultivos creciendo en la fase exponencial y en buenas condiciones

fisioldgicas.
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Figura 15. Relacion temporal del crecimiento de la cepa HM1:IMSS de E.
histolytica. Cada punto corresponde a tres determinaciones independientes en tres
ensayos diferentes. El coeficiente de correlacion con la recta (r?) = 0.95; P< 0.001.
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7.1.2 G. lamblia cepa IMSS:0989.

La fig. 16 corresponde a una curva tipica de crecimiento de la cepa de G.
lamblia cepa IMSS:0989. La funcion que se encontré en la fase exponencial de
crecimiento de G. lamblia correspondio a la siguiente:

NGmero de trofozoitos/mL = eM®*b:
Correlacion con la rectar?> =0.996

A partir de esta ecuacion se determiné un tiempo de duplicacion de 10.36 h, un
indculo de 1 X 10* giardias/mL, y un tiempo de cultivo de 3 dias necesario para
obtener cultivos creciendo en la fase exponencial y en buenas condiciones

fisiologicas.

10000000

1000000 F

100000 |

Giardias/mL

10000

1000 L L L L
0 1 2 3 4

Dias de incubacioén

Figura 16. Relacion temporal del crecimiento de la cepa IMSS:0989 de G. lamblia.
Cada punto corresponde a tres determinaciones independientes de tres experimentos
diferentes. El coeficiente de correlacion con la recta (r?) = 0.996; P< 0.001.
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7.2 Determinacion del efecto del metronidazol sobre el crecimiento
de E. histolytica y G. lamblia.

Una vez obtenido los parametros de crecimiento y las condiciones éptimas de
cultivo de ambos protozoarios, determinamos la Clso del metronidazol (control
positivo), ya que este medicamento se usa por excelencia para matar a ambos
parasitos. Para ello adaptamos un método de ensayo que nos permitiera evaluar con
precision y reproducibilidad la Clso en ambos protozoarios usando extractos de

plantas, para después identificar el 6 los compuestos responsables de este efecto.

Se encontrd que las concentraciones crecientes de 0.05-0.4pg/mL del
metronidazol en los medios de cultivo, disminuyeron el crecimiento tanto de E.
histolytica (fig. 17) como G. lamblia (fig. 18). Con el uso de la prueba estadistica de
Probit determinamos una Clsp para E. histolytica que fue de 0.124 pg/mL y para G.
lamblia fue de 0.205 pg/mL; es decir el metronidazol fue 1.65 veces més activo

contra las amibas que contra las giardias.

6.5
6 .
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4 1 y=1.51x+6.27

3.5 1 R%=0.8635
3 T T T T

-0.5 -0.7 -0.9 -1.1 -1.3 -1.5

Log de la concentracion del metronidazol
(ng/mL)

Clso= 0.124pg/mL

Probit

©)

Figura 17. Relacion entre la cantidad de metronidazol y el crecimiento de E.
histolytica. Estos resultados se procesaron y analizaron por el método de Probit,
usando el paquete estadistico de SPSS-10. Cada punto corresponde a tres
determinaciones independientes en tres experimentos diferentes.
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Figura 18 Relacion entre la cantidad de metronidazol y el crecimiento de G.
lambla. Estos resultados se procesaron y analizaron por el método de Probit, usando
el paquete estadistico de SPSS-10. Cada punto corresponde a tres experimentos
independientes y tres determinaciones en cada experimento.

7.3 Determinacion de la Clso de los extractos de las plantas sobre
E. histolytica y G. lamblia.

Una vez que se determino la Clso con el metronidazol sobre E. histolytica y G.
lamblia se detectd y cuantifico el efecto de los extractos; hexanicos, acetdnicos,
metanolicos y acuosos de las plantas; corteza, tallo y hojas de Artemisia ludoviciana
Nutt., Chenopodium ambrosioides L., Marrubium vulgare L., Mentha spicata L y

solamente las hojas de Fluorensia cernua DC.
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7.3.1 E. histolytica.

Se encontré que las Clso de todas las plantas en sus extractos acuosos resultaron
con valores mayores de 100 pg/mL como se puede ver en la tabla 1. En los extractos
obtenidos con los diversos disolventes encontramos que las Clsp mas bajas fueron:
acetonico de marrubio con 7 pg/mL y el metandlico de yerbabuena con 8 pug/mL. El
metandlico del marrubio y el acetonico de la yerbabuena fueron muy similares con
una Clso de 12 y 13 pg/mL y el hexéanico y acetonico del epazote con 57 y 58 pg/mL

respectivamente (tabla 1).

TABLA 1
Clso DE LOS EXTRACTOS DE LAS PLANTAS CONTRA E. histolytica. pg/mL
PLANTA ACUOSO HEXANICO ACETONICO METANOLICO
A. ludoviciana 2,243 122 117 322
(ISTAFIATE)
Ch. ambrosioides 3,274 57 58 186
(EPAZOTE)
F. cernua 1,067 264 232 236
(HOJASEN)
M. vulgare 534 230 7 12
(MARRUBIO)
M. spicata 357 17 13 8
(YERBABUENA)

METRONIDAZOL= 0.124

&control positivo.
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7.3.2 G. lamblia.

Se encontré que las Clso de los extractos acetdnicos y metanolicos del marrubio
y del hojasen dieron valores menores de 100 pg/mL y (tabla 2). Las cantidades
encontradas de sus Clso fueron muy similares 34 a 42 pg/mL a excepcion del

acetonico del marrubio que fue de 90 pg/mL.

TABLA?2
Clso DE LOS EXTRACTOS DE LAS PLANTAS CONTRA G. lamblia. pg/mL

PLANTA ACUOSO | HEXANICO | ACETONICO | METANOLICO
/(‘l'S’#iOF"l’X"Ta’gf 1,905 137 496 298
Ch&E"”F’,’K’Z“E)S%"E’f’eS 3,039 597 135 580
(:b‘jirgg‘;) 943 119 42 35
(“%F‘{’g’ggﬁeo) 960 502 90 34
(YEAé'BS/{’éCSéaN N 982 185 110 380

METRONIDAZOL? 0.205

4Control positivo
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La tabla 3 nos muestra el resumen de los extractos de las plantas y la Clso

para E. histolytica y G. lamblia

TABLA3

Clso DE LOS EXTRACTOS DE LAS PLANTAS
CONTRA E. histolytica/G. lamblia pg/mL

PLANTA ACUOSO HEXANICO ACETONICO METANOLICO
A. ludoviciana 2,243 122 117 322
(ISTAFIATE) 1,905 137 496 298
Ch. ambrosioides 3,274 57 58 186
(EPAZOTE) 3,039 597 135 580
F. cernua 1,067 264 232 236
(HOJASEN) 943 119 42 35
M. vulgare 534 230 7 12
(MARRUBIO) 960 502 90 34
M. spicata 357 17 13 8
(YERBABUENA) 982 185 110 380
0.124
METRONIDAZOQOLa 0.205

4Control positivo

7.4 Determinacion de la CMB de los extractos sobre E. coli, S. aureus,

S. choleraesuis y S. flexnieri.

Los extractos hexanicos, acetonicos y metanolicos de las plantas no mostraron

actividad citotoxica a 900 pug/mL contra el crecimiento de las bacterias (tabla 4). Se

enconto que solo el extracto acuoso de las plantas Marrubium vulgare y Mentha

spicata tuvieron un efecto sobre S. aureus observandose una CMB de 5y 5.5 pg/mL

respectivamente (tabla 5). Se usé el cloranfenicol como control positivo.
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TABLA 4

CMB DE LOS EXTRACTOS DE A. ludoviciana, Ch. ambrosioides, F. cernua, M.

vulgare y M. spicatha contra E. coli O157:H7, S. aureus,

Salmonella choleraesuis y Shigella flexnieri.

E. coli S. aureus S. choleraesuis S. flexnieri
Extractos CMB pg/mL |CMB pg/mL CMB pg/mL CMB pg/mL
HEXANICOS >900 >900 >900 >900
ACETONICOS >900 > 900 >900 > 900
METANOLICOS >900 >900 >900 >900
CLORAMFENICOL | 40 pg/ mL
TABLAS

CMB DE LOS EXTRACTOS ACUQOSOS DE LAS PLANTAS CONTRA E. coli
0157:H7, S. aureus, Salmonella choleraesuis y Shigella flexnieri.

E. coli S. aureus S. choleraesuis S. flexnieri

Extractos CMB mg/mL |CMB mg/mL CMB mg/mL CMB mg/mL
A. ludovisiana >10 >10 >10 >10
Ch. ambrosioides >10 >10 >10 >10
F. cernua >10 >10 >10 >10
M. vulgare >10 5 >10 >10
M. spicata >10 5.5 >10 >10

CLORAMFENICOL 40 pg/ mL

7.5 Determinacién de los metabolitos secundarios presentes en los
extractos de cada planta.

Se determinaron los metabolitos secundarios de cada extracto; hexanico,
acetonico, metanolico y acuoso de las plantas Artemisia ludoviciana Nultt.,
Chenopodium ambrosioides L., Marrubium vulgare L., Mentha spicata L vy
Fluorensia usando las coloridas. Se  encontraron

cernua pruebas

sesquiterpenlactonas, dobles enlaces, oxidrilos fenolicos, azucares y lactonas (tabla
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6). Algunos extractos presentaron alcaloides, saponinas y solo un extracto, el acuoso
de Artemisa ludoviciana presentd triterpenos y compuestos esteroidales, como se

puede observar en la tabla 6.
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TABLA 6

METABOLITOS SECUNDARIOS PRESENTES EN LOS EXTRACTOS

Extractos de las plantas

Pruebas realizadas | Artemisia |Chenopodium| Flourensia | Marrubium Mentha
ludoviciana | ambosioides | cernua vulgare Spicata
+1 -1 +1 +1 +1
+2 +2 +2 +2 +2
Sesquiterpenlactonas 43 43 43 43 4
+4 _4 +4 _4 +4
-1 +1 -1 -1 -1
. +2 -2 22 22 -2
Alcaloides B B B B 3
-4 +4 +4 -4 -4
41 41 +1 +1 41
+2 +2 +2 +2 +2
Dobles enlaces 43 43 43 43 +3
+4 +4 +4 +4 +4
-1 +1 +1 +1 +1
Oxidrilos fendlicos -_:2 iz Iz Iz iz
+4 -4 +4 -4 +4
-1 +1 +1 +1 -1
) +2 -2 +2 +2 +2
Azucares B 43 43 43 43
+4 +4 +4 _4 _4
1 1 =1 =1 21
2 2 2 2 2
Saponinas B B B B B
_4 +4 +4 _4 +4
=1 =1 =1 =1 21
Triterpenos y -2 -2 -2 -2 -2
Comp. esteroidales -3 -3 -3 -3 -3
+4 _4 _4 _4 _4
+1 +1 +1 +1 -1
+2 +2 +2 +2 +2
Lactonas 3 3 3 3 4
+4 +4 +4 +4 +4

1) Extracto hexanico, 2) acetonico, 3) metandlico, 4) acuoso
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7.6 Separacion en fracciones del extracto de M vulgare usando cromatografia
en placa fina.

Se seleccion0 el extracto metandlico de la planta de M. vulgare ya que este
extracto fue el que menor Clso presentd para E. histolytica y G. lamblia (tabla 3). El
extracto metandlico se separ0 por cromatografia en placa fina y se observaron las
manchas con luz visible y luz ultravioleta (fig. 19). Se determiné el Rf de cada una y
se aislaron 5 fracciones cuyos Rf fueron los siguientes: 0.94, 0.90, 0.84, 0.25y 0.17
(fig. 19).

CROMATOGRAFIA EN PLACA FINA DEL EXTRACTO METANOLICO
DE Marrubium vulgare

Rf

0.94
0.90
0.84

0.25
0.17

L. VISIBLE L. ULTRAVIOLETA

Figura 19. Separacion y aislamiento del extracto metandlico de M. vulgare usando
cromatografia en placa fina.
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7.7 Efecto de las fracciones sobre E. histolytica y G. lamblia.

Se analizo el efecto de las fracciones sobre el porcentaje de inhibicién en ambos
protozoarios, se encontrd que todas las fracciones presentaron menos del 50% de
inhibicién. La fraccion con mayor % de inhibicion (41%) fue para E. histolytica con
un Rf de 0.25 y para G. lamblia la fraccion con Rf de 0.90 con un 40% de inhibicién
(tabla 6). Las de menor % de inhibicién fueron la de 0.90 para E. histolytica (12%) y
para G. lamblia fue la de 0.17 (7%) tabla 6.

Tabla 7.

EFECTO DE LOS COMPUESTOS AISLADOS SOBRE EL
CRECIMIENTO DE E. histolytica y G. lamblia

Rf an_centracién E. hist_ol_yt_if:a G_. Ia_m_bl_ig

maxima (pug/ml) % inhibicion % inhibicion
0.94 123 34 20
0.90 117 12 40
0.84 121 14 20
0.25 111 41 23
0.17 119 31 7

Tabla 6. Efecto de las compuestos aislados sobre el crecimiento de E. histolytica
y G. lamblia

7.8 Determinacidn de los grupos funcionales en las bandas .

Se realizaron las pruebas coloridas descritas en el niUmero 6.14 y se encontrd
que ambas bandas con Rf de 0.90 y 0.95 mostraron la presencia de

sesquiterpenlactonas.
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8. DISCUSION

En todos los pueblos del mundo el proceso de salud-enfermedad es una realidad
concreta presente en el ciclo de vida de todos los individuos. Desde siempre ha sido
una preocupacion basica del hombre la observacion de sus padecimientos hasta llegar
a elaborar complejas concepciones sobre la vida y la muerte, las enfermedades y sus
tratamientos. Parte importante del patrimonio cultural de cada pueblo es este
desarrollo conocedor, y a partir de él, se han conformado sistemas médicos empiricos

teniendo como base la retencidn y uso de los recursos naturales del entorno bidtico.

Estos conocimientos se han transmitido de generacion en generacion para
preservar la vida y permitir la reproduccion y florecimiento de la propia cultura.
Miles de afios de observacion y experimentacion empirica han sido necesarios para la
evolucion de los diversos sistemas médicos empiricos alrededor del mundo, de las
concepciones que los fundamentan, asi como del conocimiento de plantas, animales
y minerales que constituyen los nichos ecolégicos. Se han seleccionado los
elementos (tiles con potencialidades curativas y elaboradas taxonomias y diferentes

tratamientos para las necesidades de salud que afrontan las sociedades.

Frecuentemente se piensa que la medicina tradicional abarca s6lo el manejo de
medicamentos naturales o méas especificamente, la curacion herbolaria. EI concepto
de medicina tradicional es una nominacién convencional adoptada recientemente por
investigadores de los procesos de salud-enfermedad para referirse a los sistemas
médicos empiricos, organizados y fundamentados en las diversas culturas del mundo.
Aunque existen generalidades compartidas, cada sociedad ha elaborado un sistema
terapéutico complejo que engloba concepciones ideoldgicas y practicas terapéuticas,

al igual que el desarrollo de especialistas que saben cémo aplicarlas.
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Muchos de los pacientes que hoy en dia usan terapias herbales han manifestado
el uso de la medicina tradicional desde los afios 90, donde el uso de medicina no
convencional no difiere de sexos o estatus social, pero si por grupos étnicos, ingresos
y edades (Eisenberg et al., 1993; Goldman, 2001).

La Organizaciéon Mundial de la Salud ha publicado que de las 252 drogas
consideradas como béasicas y esenciales que existen, 28 son exclusivamente
originarias de las plantas y un namero significativo son drogas sintéticas obtenidas
de precursores naturales (WHO, 2005). En éstos ultimos afios ha ido creciendo el
interés en las terapias alternativas y del uso terapéutico derivados de plantas (Rates,
2000).

En este entorno, México cuenta con una gran diversidad de plantas por lo que es
comun que sean empleadas para tratar ciertas enfermedades, por lo que se han
realizado estudios etnobotanicos para conocer el uso de ellas. Por ello, nuestro
interés en detectar y caracterizar compuestos de origen herbolario que presenten
grupos quimicos activos que puedan ser efectivos contra microorganismos
importantes que ocacionan diarrea. Con este enfoque nosotros usamos en este trabajo
las siguientes cepas bacterianas: a) Escherichia coli O157:H7, b) Staphylococcus
aureus, c) Salmonella choleraesuis y d) Shigella flexnieri. Elegimos estas cepas por
ser altamente patogenas (Alanis et al.,, 2005). Ademas seleccionamos a los
protozoarios parasitos E. histolytica HM1:IMSS y G. lamblia IMSS:0989, por ser las
cepas que producen mayor rendimiento en los cultivos, porque en ellas se han
detectado y caracterizado varias actividades bioldgicas y porque son usadas en los
laboratorios de referencia en todo el mundo para realizar estudios contra estos dos
parasitos (Calzada et al., 1998; Meckes, 1999, Alanis et al., 2003). También debido a
que son los mas representativos en las estirpes que producen diarrea en el humano
(http://cdc.gov). Ademas debido a que ya existen cepas que han comenzado a
mostrar resistencia a las drogas que comunmente se emplean para combatirlas, es de
vital importancia el buscar alternativas y una de ellas es el estudio de las plantas, las
cuales son utilizadas como remedios para enfermedades gastrointestinales (Borst y
Ouellette, 1995).

66



Para tal propdsito montamos el modelo para obtener la Clsg in vitro para los
protozoarios y la CMB para las bacterias. Adaptando a estos resultados el método de
Probit.

Para ello, el desarrollo de nuestro modelo experimental consistié primero en
determinar el inoculo y los dias de incubacidn necesarios para tener a E. histolytica y
G. lamblia en buenas condiciones fisioldgicas. Desarrollamos curvas de crecimiento
donde encontramos lo esperado, un tiempo de duplicacion para E. histolytica y G.
lamblia de 33.76 h y 10.36 h y con un inéculo de 5,000 amibas/mL y 10,000
giardias/mL respectivamente. También definimos 2 dias de incubacion para ambos
protozoarios como el tiempo necesario para tener a estos parasitos en fase
logaritmica (fig. 15y 16).

En segundo lugar, una vez obtenido los parametros de crecimiento y las
condiciones dptimas de los cultivos para ambos protozoarios (los cuales eran
necesarios para obtener la Clsp), analizamos en nuestro modelo los efectos de una
droga cuyos resultados fueran predecibles y que nos sirviera como un testigo positivo
en todas nuestras pruebas donde usamos a estos dos protozoarios. Caracterizamos el
efecto del metronidazol para ambos parasitos. Esta droga es la de excelencia para
eliminar a ambos microorganismos (Sohni et al., 1995., Samarawickrema et al.,
1997., Tona et al., 1998., Uperoft et al., 1999., Meckes et al., 1999). Cuando usamos
concentraciones crecientes de metronidazol en los cultivos de ambos protozoarios,
encontramos lo esperado, que usando concentraciones crecientes (0.05-0.4pg/mL)
del metronidazol, disminuyd el crecimiento tanto de E. histolytica (fig. 17) como G.
lamblia (fig. 18). Con el uso de la prueba estadistica de Probit determinamos una
Clso para E. histolytica de 0.124 pg/mL y para G. lamblia de 0.205 pg/mL; es decir
el metronidazol es 1.65 veces mas activo contra las amibas que contra las giardias.
Con esto confirmamos que nuestro método tiene solidez y confiabilidad y se puede

usar para probar cualquier agente que se sospeche que pueda matar a estos parasitos.

Usamos el método de analisis Probit ya que nos permite evaluar la Clso
ajustando los datos de mortalidad mediante una técnica de probabilidad para estimar
los valores que siguen una distribucién logaritmica de tolerancias. El porcentaje de
organismos afectados o muertos por la accion tdxica de una sustancia, se transforma

a unidades Probit. Esta transformacion permite el ajuste a una linea de regresion, en
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la cual la concentracion perteneciente al Probit 5 corresponderd a la cantidad de
sustancia capaz de generar el efecto estudiado en la mitad de la poblacion.

Ademas, solamente una de las restricciones es que para el calculo de la Clso
deben obtenerse valores intermedios entre 0 y 100% de mortalidad, la mortalidad en
el control negativo no debe exceder el 10% y la Clso para el tdxico de referencia
deberd estar dentro de los limites de confianza preestablecidos por el control sin
embargo, nosotros no tuvimos ningun problema debido a que nuestros resultados
estaban dentro de los rangos o limites de confianza como se puede apreciar en las
figuras 17 y 18.

Después adaptamos y analizamos en un modelo parecido al anterior (Clso), la
actividad antimicrobiana in vitro que llevamos a cabo mediante la determinacién de
las concentraciones minimas bactericidas (CMB) usando las bacterias: Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis y Shigella flexnieri. Para ello,
usamos dos técnicas para observar inhibicién de crecimiento: i) dilucion en tubo
(Vanden y col., 1991) y 2) difusion en agar (Murray et al., 2003). La técnica més
eficaz fue la dilucién en tubo para nuestros extractos. No tuvimos mucho éxito
cuando usamos la difusion con sensidiscos ya que en las zona de inhibicion la
apreciacion fue casi imperceptible (1 mm de diametro) con esta técnica. Esto se
debi6 probablemente a que el didmetro de la zona de inhibicién es influenciado por
el rango de la difusion del agente antimicrobiano a través del agar y estos pueden
variar de acuerdo al tamarfio de la molécula de la droga y su hidrosolubilidad en el
medio.

Cuando usamos esta técnica, encontramos que la técnica en dilucion en tubo fue
con la que pudimos detectar inhibicion sobre el crecimiento de las bacterias.

Una vez adaptado y probado los modelos experimentales (Clso y CMB),
analizamos la actividad antiprotozoaria y bactericida de los extractos acuosos,
hexanicos, acetonicos y metandlicos de Artemisia ludoviciana, Chenopodium
ambrosioides, Flourensia cernua, Marrubium vulgare, Mentha spicata. A estas
plantas las seleccionamos debido a su importancia en la etnobotanica por ser
utilizadas en casos de diarrea humana (comunicaciones personales y Cortés, 2000;
Ankli et al., 2002, http://cdc.gov).
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Para esta parte del trabajo experimental, se usaron dos criterios para la eleccion
de los disolventes y la estrategia para la obtencion de los extractos de cada planta: 1)
por la polaridad en donde usamos: i) el hexano por ser un disolvente no polar, por lo
que extrae compuestos hidrofobicos, anillos aromaticos y cadenas alquilicas; ii) la
acetona que es medianamente polar, por lo que extrae metabolitos de este tipo y iii)
el metanol por ser polar y extraer metabolitos hidrofilicos como de grupo hidroxilos
y aminas, mayoritariamente polares y 2) porque esta estrategia ya se ha usado con
gran éxito en la extraccion de metabolitos secundarios y obtener los principios
activos en extracto de planta (Touchstone, 1992., Cannell, 1998). Ademas decidimos
usar el extracto acuoso en forma de infusién debido a que el uso cotidiano de estas
plantas es mediante tes o infusiones para tratar enfermedades gastrointestinales y con
ello nos apegamos lo mas posible a como lo usan la gente (Heinrich, 2000 y Ankli et
al., 2002).

En cuanto a las concentraciones usadas de los extractos de cada planta, en el
caso de los extractos acuosos usamos el criterio descrito por Tona et al., en 1998, el
cual consiste en tomar la dosis maxima a probar como lo usa la gente. Para los
extractos hexanicos, acetonicos y metandlicos, nos basamos en el poder de
disolucién méxima de cada extracto en 1 mL de etanol con 1.0 g de muestra, ya que
este ultimo disolvente lo usamos como vehiculo en todos nuestros ensayos. Estos
criterios los usamos ya que no existe en la literatura un método estandarizado que
nos indique las concentraciones maximas a las que se deben de probar los extractos a
estudiar, generalmente se tienen rangos desde miligramos a nanogramos (Tona et al.,

1998) y la maxima disolucion fue el criterio l6gico probado en este trabajo.

Una vez probado el modelo para obtener la Clso con el metronidazol sobre E.
histolytica y G. lamblia pudimos confirmar que las Clso de todas las plantas en la
presentacion de sus extractos acuosos no bajaron a menos de 100 pg/mL como se
puede ver en la tabla 1 para E. histolytica y en la tabla 2 para G. lamblia lo cual nos
indica que el extracto acuoso de estas plantas no presenta actividad significativa
sobre el crecimiento de ambos protozoarios. Este resultado fue adverso a lo esperado
por nuestro grupo, pero son activos cuando son extraidos por disolventes con
polaridad. Por ello, obtuvimos por extraccion de cada planta, los extractos con las

diferentes polaridades y los probamos contra ambos protozoarios. Encontramos que
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la Clso bajo considerablemente cuando usamos los extractos polares y medianamente
polares, siendo los méas bajos: el extracto acetonico del marrubio con 7 pg/mL para
E. histolytica y el metandlico de yerbabuena con 8 pug/mL para G. lamblia (tabla 3).
Estos resultados fueron muy alentadores ya que se demostré que los extractos de
estas plantas obtenidos por extraccion de polaridad fueron activos y comprobamos lo
que estd descrito en la literatura més reciente (Rios y Recio, 2005), acerca de que
algunas actividades que se pierden por el calor y otras se preservan en disolventes
polares. Ademas se pudo observar que los extractos metandlicos de marrubio y
acetonico de hierbabuena fueron muy similares con una Clso de 12 y 13 pg/mL y el
hexanico y acetdnico del epazote con 57 y 58 pug/mL respectivamente para ambos

protozoarios (tabla 3).

Para continuar la caracterizacion parcial de los extractos de cada planta,
investigamos si estos podrian ser efectivos contra las bacterias E. coli O151:H7, S.
aureus, S. choleraesuis y S. flexnieri. Usamos la determinacion de las
concentraciones minimas bactericidas (CMB) empleando el método de dilucion en
tubo y difusion en agar (Vanden et al., 1991 y Murray et.al., 2003). Para ello,
definimos el inéculo y las condiciones de tiempo de incubacion y nimero de

bacterias por tubo segun las propuestas por Murray y Baron, 1999.

Los extractos hexanicos, aceténicos y metandlicos de A. ludoviciana, Ch.
ambrosioides, F. cernua, M. vulgare y M. spicata no mostraron ser activos contra el
crecimiento de Escherichia coli O157:H7, Salmonella choleraesuis, Shigella
flexnieri y Staphylococcus aureus a la maxima concentracion recomendada que es de
900 ug/mL. Ya que algunos investigadores consideran inactivos a los extractos con
valores de 1000 pug/mL (Rios y Recio, 2005). Solamente el extracto acuoso de las
plantas Marrubium vulgare y Mentha spicata tuvo efecto sobre S. aureus (tabla 5) a
una concentraciones relativamente alta de 5 y 55 mg/mL como CMB

respectivamente, tabla 5.

Posteriormente durante la identificacion de los metabolitos secundarios
(Dominguez, 1974), pudimos encontrar indicios de: sesquiterpenlactonas en los
cuatro extractos de A. ludovisiana, F. cernua y M. spicata; en las extractos acetonico

y metandlico de Ch. ambrosioides y en los extractos hexanicos, acetonicos y

70



metandlicos de M. vulgare. Los dobles enlaces se presentaron en todos los extractos
de todas las plantas. Los oxidrilos fendlicos, en los cuatro extractos de F. cernua y
M. spicata; en los extractos hexanicos, acetonicos y metandlicos de Ch.
ambrosioides y M. vulgare y solamente en el extracto acetonico y acuoso de A.
ludovisiana. Los azlcares se manifestaron en los cuatro extractos de F. cernua, en
las extractos hexanico, acetdnico y metandlico del M. vulgare, en el acetonico y
metanolico de F. cenua, en los extractos hexanico, metanolico y acuoso de Ch.
ambrosioides y en el metanolico y acuoso de A. ludovisiana y las lactonas en los
cuatro extractos de F. cernua y M. vulgare, en el acetonico metandlico y acuoso de
M. spicata y en los hexanicos, acetdnicos y acuosos de A. ludovisiana. (tabla 5).
Algunos extractos presentaron indicios de alcaloides como el acetonico de A.
ludovisiana, el hexanico y acuoso de Ch. ambrosioides y el acuoso de F. cernua. Las
saponinas solamente en los extractos acuosos de Ch. amrosioides, F. cernua y M.
spicata. y solo un extracto, el acuoso de Artemisa ludoviciana presento triterpenos y

compuestos esteroidales, como lo demostramos en la tabla 5.

Por otro lado, la cromatografia en placa fina es considerada como un
procedimiento simple, rapido y de bajo costo que da una rapida respuesta de cuantos
componentes estan en una mezcla; también es usado para soportar la identidad de un
compuesto en una mezcla cuando el Rf de un compuesto es comparado con el Rf de
un compuesto conocido (Fessenden et al., 2000). De acuerdo a nuestros resultados
seleccionamos el extracto metandlico de la planta de M. vulgare ya que este extracto
fue el que menor Clsp presento para E. histolytica y G. lamblia (tabla 3). Al separar
en fracciones el extracto metandlico de esta planta por cromatografia en placa fina,
observamos las manchas con luz visible y luz ultravioleta (fig. 19) obtuvimos su Rf y
de las 5 mas gruesas cuyos Rf fueron de 0.94, 0.90, 0.84, 0.25 y 0.17 (fig. 19), se
ajusto las concentraciones de cada fraccion entre 111 y 123 pg/mL y al probarlo
contra el % de inhibicion sobre E. histolytica y G. lamblia, pudimos observar que
todas las fracciones presentaron menos del 50% de inhibicion. La fraccion con Rf de
0.25 fué la que mayor % de inhibicion (41%) presenté para E. hitolytica, y para G.
lamblia la fraccion con Rf de 0.90 con un 40% de inhibicion (tabla 7). Las de menor
% de inhibicion fueron la de 0.90 para E. histolytica (12%) y para G. lamblia fue la
de 0.17 (7%) tabla 7. Cabe mencionar que en la zona media de la cromatografia

observamos una zona de bandas muy tenues y con poca separacion, por lo que no nos

71



fue posible aislar mas bandas y por ello, no se probaron sobre el crecimiento de estos
protozoarios. Cabe la posibilidad de que estas bandas podrian contribuir en la
actividad total contra estos protozoarios, 0 mas aun que pudiera darse el caso, en el
que existiera un sinergismo entre todos los compuestos debido a la actividad
citotoxica que mostré el extracto crudo. Pero esta pregunta la podemos discernir
cuando se intente purificar los compuestos activos de esta planta. Por otro lado, los
valores de Rf encontrados en las bandas de las cromatoplacas nos pueden estar
indicando que se trata de dos compuestos diferentes debido a la diferencia del Rf y al
color de las bandas ya que en luz visible, una presenta color verde oscuro y en luz
ultravioleta presenta un color casi negro, mientras que la otra banda presenta un color

verde tenue en luz visible y rosa fosforescente en luz ultravioleta.

En esta investigacion decidimos considerar como extractos activos a los
extractos de cada planta que tuvieran < 10 mg/mL para los extractos acuosos y
realizar la cromatografia en placa fina al extracto que fuera < 50 pug/mL pero que

mostrara actividad para E. histolytica y G. lamblia.

De acuerdo con los resultados obtenidos, los extractos acuosos de Ch.
ambrosioides, A. ludoviciana y F. cernua fueron los que presentaron una mayor Clsg
con 3,274 pg/mL, 2,243 pg/mL y 1,068 ug/mL respectivamente sobre el crecimiento
de E. histolytica mientras que el de Ch. ambrosioides con 3,274 pg/mL y A.
ludoviciana con 1,905 ug/mL fueron los extractos que tuvieron el menor efecto sobre
el crecimiento de G. lamblia. Sin embargo, los extractos acuosos de M. spicata y M.
vulgare fueron los que presentaron una Clso ; mas baja, con 357(Jug/mL y 534
ug/mL contra el crecimiento de E. histolytica, por lo que podria decirse que son
considerados interesantes ya que al compararlos con el valor del Ch. ambrosioides

son 9 y 6 veces mas citotoxicos.

De los extractos hexanicos que presentaron una Clso mayor fueron los del Ch.
ambrosioides con 597 ug/mL y M. vulgare con 502 pg/mL sobre el crecimiento de
G. lamblia mientras que los valores mas bajos los mostraron los extractos de Ch.
ambrosioides y M. spicata con 57 ug/mL y 17 ug/mL pero en este caso fue sobre el

crecimiento de E. histolytica. Estos extractos presentan actividad significativa sobre
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dicho protozoario debido a que estan dentro del rango que proponen Rios y Recio en
el 2005, abajo de 100 pug/mL para el extracto crudo, por lo tanto podrian ser
candidatos para realizar fraccionamiento biodirigido buscando compuestos no
polares como es el caso de los compuestos hidrofobicos, anillos aromaticos y
cadenas alquilicas y observar el efecto sobre E. histolytica (Touchstone, 1992.,
Cannell, 1998).

El extracto aceténico de A. ludoviciana fue el que present6 una Clso mayor, 496
ug/mL, comparada con el de las deméas plantas sobre el crecimiento de G. lamblia
mientras que los extractos de Ch. ambrosioides, M vulgare y M. spicata fueron mas
activos contra el crecimiento de E. histolytica a concentraciones de 58 pg/mL, 13
ug/mL y 7 ug/mL respectivamente, asi mismo el extracto aceténico de F. cernua,
presentd una Clso de 42 ug/mL sobre G. lamblia. Estos extractos también mostraron
concentraciones por debajo de los 100 pg/mL de acuerdo con Rios y Recio en el
2005 por lo que seria interesante seguir realizando fraccionamientos biodirigidos y
probarlos sobre el crecimiento de los protozoarios. Estos fraccionamientos deberan
ser mediante el uso de solventes medianamente polares debido a la naturaleza del

extracto.

De los extractos metandlicos, los que presentaron una Clsg mas alta fueron los
que actuaron sobre el crecimiento de G. lamblia, siendo el de Ch. ambrosioides con
580 pg/mL y el de M. spicata con 380 ug/mL, sin embargo, los extractos que
presentaron una Clso menor sobre el crecimiento de E. histolytica fueron el M.
vulgare con 12(Jug/mL y la M. spicata con 8[1ug/mL. Estos extractos tambien
mostraron concentraciones por debajo de los 100 ug/mL por lo que seria interesante
seguir realizando fraccionamientos biodirigidos y probarlos sobre el crecimiento de
los protozoarios. Dichos fraccionamientos deberan ser mediante el uso de solventes
polares buscando compuestos hidrofilicos como del grupo hidroxilos y aminas

mayoritariamente polares (Touchstone, 1992., Cannell, 1998).
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2)

3)

4)

5)

6)

9. CONCLUSIONES

Se determinaron los pardmetros de crecimiento y condiciones éptimas de
cultivo para Entamoeba histolytica y Giardia lamblia, siendo éstos: tiempo de
duplicacion 33.76 h y 10.36 h respectivamente; inoculo, 5,000 y 10,000

cél/mL y un periodo de 48 h para iniciar la fase logaritmica.

Se determind que de acuerdo a su ICsg el extracto hexanico y acetonico de
Chenopodium ambrosioides de 57 y 58 ug/mL, el aceténico y metandlico de
Marrubium vulgare de 7 y 12 pg/mL y el hexanico aceténico y metandlico de
Mentha spicata de 17, 13 y 8 ug/mL respectivamente, fueron los extractos

que presentaron mayor actividad citotoxica contra el crecimiento de

Entamoeba histolytica comparados con el metronidazol.

Los extractos acetonicos y metanodlicos de Flourensia cernua y Marrubium
vulgare fueron los que presentaron mejor actividad citotoxica contra el
crecimiento de Giardia lamblia comparados con el metronidazol al presentar

una ICso de 42, 35, 90 y 34 [Jug/mL respectivamente.

Los extractos hexanicos acetonicos y metanolicos de todas las plantas no
presentaron efecto citotoxico sobre las bacterias enteropatdgenas: E.coli, S.

aureus, S, choleraesuis y S. flexnieri.

Los extractos acuosos de Flourensia cernua y de Mentha spicata presentaron
efecto citotoxico en una concentracion de 55mg/mL y 5 mg/mL

respectivamente sobre el crecimiento de S. aureus.

Se determind los grupos funcionales presentes de todos los extractos de cada

planta donde encontramos que A. luviciana mostro tener sesquiterpenlactonas,
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7)

8)

dobles enlaces, oxidrilos fendlicos, azlcares y lactonas, solamente el extracto
hex&nico presentd alcaloides y el acuoso, triterpenos y compuestos
esteroidales. En Ch. ambrosioides se presentaron dobles enlaces, oxidrilos
fenolicos, azucares, sesquiterpenlactonas, lactonas en todos los extractos, y
solo los extractos hexanico y acuoso mostraron la presencia de alcaloides y
solo el acuoso mostré la presencia de saponinas. En los 4 extractos de
Flourensia cernua estuvieron presentes las sesquiterpenlactonas, los dobles
enlaces, los oxidrilos fendlicos, los azlcares y las lactonas, solo los extractos
acuosos presentaron saponinas y alcaloides. EI Marrubio vulgare presento6
dobles enlaces y lactonas en los cuatro extractos; sesquiterpenlactonas,
oxidrilos fendlicos y azucares en los extractos hexanico, acetonico y
metanolico; y. La Menha spicata mostro sesquiterpenlactonas, dobles enlaces
y oxidrilos fendlicos en los cuatro extractos; lactonas en los extractos
actednico, metandlico y acuoso: azlcares en los extractos acetonico y

metanolico; y solamente el extracto acuoso mostro la presencia de saponinas.

Se obtuvieron 5 fracciones a partir del extracto metandlico de Marrubium
vulgare en donde la fraccion con un Rf de 0.25 presenté un 41% de actividad
contra E. histolytica y la de Rf de 0.90 mostré una actividad del 40% contra
G. lamblia. Las otras bandas no presentaron mayor actividad sobre estos

protozoarios.

En las fracciones aisladas con Rf de 0.25 y 0.90 se determind la presencia de

sesquiterpenlactonas.
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PRESPECTIVAS

El efecto que se detectd in vitro en los extractos de la planta M. vulgare, nos
lleva a tomar acciones para purificar el o los compuestos activos contra ambos
protozoarios; ya que una vez aislados se puede determinar con precision su posible
papel como droga alternativa para combatir a estos protozoarios que puedan tener

resistencia al metronidazol.

Los resultados de esta investigacion constituyen un avance en el proceso de
identificacion de drogas alternativas provenientes de medicina alternativa. Los
modelos experimentales y la informacion que obtuvimos de él abren la posibilidad
inmediata de intentar purificar el o los compuestos activos para ver su potencia y

eficacia contra E. histolytica y G. lamblia.
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