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RESUMEN

El uso de plantas medicinales ha ganado populandattial, debido a que la medicina
convencional cada vez es mas ineficiente, ya quaadgoria de los microorganismos han
desarrollado farmaco-resistencia y el uso indisoaaho e incorrecto de medicamentos han
dado como resultado efectos colaterales a los masiey no siempre se tiene acceso a
diversos medicamentos por su elevado costo o disibdad.

Se ha observado el resurgimiento de enfermedadas son: la amibiasis, giardiasis y
tricomoniasis; ya que los farmacos son menos efgg@or la aparicion de cepas farmaco-
resistentes. El farmaco atil en el tratamiento stasparasitosis, incluyen al metronidazol el

cual es el medicamento de eleccion por su eleViackci y baja toxicidad.

Sin embargo, tiene la desventaja de producir efestoundarios, de acuerdo con la dosis
utilizada o la susceptibilidad person@br estos motivos, es necesaria la busqueda dasiuev
alternativas terapéuticas contra estas parasitmmiso son los productos naturales, que desde
el siglo pasado han desempefiado un papel importantda quimioterapia de las
enfermedades parasitarias. Es por eso, que nosgumogs evaluar el efecto antiparasitario de

la plantaSyzygium aromaticum.
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ABSTRACT

The use of medicinal plants has gained worldwid@uparity because conventional
medicine is increasingly inefficient, as most manganisms have developed drug resistance
and the indiscriminate and inappropriate use ofysifnave side effects resulted in the and

patients do not always have access to various dougikeir high cost or availability.

There has been a resurgence of diseases such e&siaais, giardiasis and trichomoniasis;
since drugs are less effective for the emergenalugf - resistant strains. The drug useful in
the treatment of these parasites, which includeanetazole, is the drug of choice because of

its high efficacy and low toxicity.

However, it has the disadvantage of producing sifiects, according to the dose used or
personal susceptibility. For these reasons, iteseasary to search for new therapies against
these parasites, such as natural products, siedaghcentury has played an important role in
the chemotherapy of parasitic diseases. Therefoeeset out to evaluate the antiparasitic

effect of Syzygium aromaticuiplant.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias estan ampliamentgbuidas en todo el mundo y
constituyen uno de los principales problemas dadsaliblica que afecta a los paises en
desarrollo. La Organizacion Mundial de la Salud @Monsidera que las parasitosis son la
principal causa de morbilidad, afectando a gratepde la poblacién. En América Latina, las
enfermedades parasitarias tienen una alta prevaletebido a mdiltiples factores como
inmunologicos, genéticos, fisiolégicos y nutriciesa que de acuerdo a las condiciones
socioeconOmicas y culturales; favorecen la presedei estas enfermedades (Olalla and
Tercero, 2011).

Las parasitosis intestinales representan un gralplggna de salud debido a la frecuencia
con que se presentan, ademas de que provocan adesmnatricion y algunas complicaciones
quirargicas. Existen diversos protozoarios que poeadfestar el intestino humano, entre ellos
se encuentrarEntamoeba histolyticay Giardia lamblia En México, la prevalencia de
parasitosis intestinales se ha descrito en 49.1%fus y en 53% de la poblacién en general
(Epidemiologia, 2003; Lujan, 2006; Gonzaétal, 2012).

Otro parasito de importancia clinicaBschomonas vaginaljsya que ocasiona una de las
enfermedades de transmision sexual mas comun enetatundo. Afecta principalmente a
mujeres ocasionando infecciones vulvovaginales;esibargo en el hombre puede causar
irritacion y secrecion, hasta originar uretropriissa Se ha reportado que las lesiones
genitales incrementan la susceptibilidad a contraea infeccion por el virus de
inmunodeficiencia humana (Schwebke, 2006; Naatdd., 2006).

El tratamiento utilizado contra estos parasitos es metronidazol entre otros
nitroimidazoles. Sin embargo, se debe tomar entaugue estos farmacos producen efectos
colaterales (Bendesky and Menéndez, 2001). Ademha slemostrado la existencia de cepas

resistentes a estos medicamentos y las causasedeagase el tratamiento pueden ser varias



como la baja absorcion de la droga, inactivacioh rdetronidazol por la flora y al
incumplimiento con la terapia indicada o a reinfeces (Bansaét al, 2006; Mahdiet al,
2006; Upcroftet al, 2006; Ali and Nozaki, 2007).

Por ello, es importante buscar farmacos que seas @féctivos y estimulen los
mecanismos de defensa innata de los hospederostopanto los productos naturales
representan una opcién para buscar y desarrollavosufarmacos que sean selectivos,
efectivos para cepas resistentes y de menor c@&stick( and Cox, 1996Fabricant and
Norman, 2001; Wagner, 2006). Debido a esto, sutgmterés de buscar eByzygium
aromaticumcompuestos con actividad sobre los protozoaBasamoeba histolytigaGiardia

lambliay Trichomonas vaginalis.



2. HIPOTESIS

Los extractos d&yzygium aromaticurmontienen compuestos que poseen actividad sobre

el crecimientan vitro deEntamoeba histolyticaiardia lambliay Trichomonas vaginalis.



3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad de los extractosSieygium aromaticusobre el crecimiento de

Entamoeba histolytica, Giardia lambliaTrichomonas vaginalis.



3.1. OBJETIVOS PARTICULARES

. Obtener los extractos: acetdnico, etandlico y nidiiam de la plantaSyzygium

aromaticummediante agitacion constante.

Evaluar los pardmetros de crecimientoEtdgamoeba histolytica, Giardia lamblia

Trichomonas vaginalis

Determinar la G de los extractos: acetdnico, etandlico y metandtibtenidos de
Syzygium aromaticusobre el crecimiento dentamoeba histolyticaGiardia lamblia

y Trichomonas vaginalis.

Fraccionar los extractos que presenten mengy S0bre los protozoarios evaluados

mediante cromatografia e identificar las fraccioaets/as.

Determinar la Gl de las fracciones activas, sobre el crecimientoEd&amoeba

histolyticg Giardia lambliay Trichomonas vaginalis.



4. ANTEDECENTES

Las enfermedades parasitarias son una causa cengtareciente de enfermedad en todo
el mundo, pese a los adelantos que en materianigadase han conseguido en los paises
desarrollados. Muchas de estas enfermedades a&gélad a las caracteristicas geograficas y
otras al medio ambiente en donde se desarrollarlagnegiones tropicales, las relaciones
entre la patologia y el medio ambiente son esteegles donde las enfermedades parasitarias
han sido una causa frecuente de morbilidad y nmdaihl Pero estas enfermedades no estan
limitadas a regiones tropicales, sino que tambiédpn observarse en regiones subtropicales
y templadas, en donde las caracteristicas geogsaanitarias y socioeconomicas favorecen
su transmision.

Las parasitosis intestinales son un importantdlpnoa de salud publica y ademéas han
ocasionado grandes pérdidas econdémicas. La OMSidesasestas parasitosis como
principales causas de morbilidad, estrechameraeds a la pobreza y la inadecuada higiene
personal, ingesta de alimentos crudos, falta decses sanitarios, falta de provisién de agua
potable y contaminacion fecal del ambiente. Enplaises en vias de desarrollo con escasos
recursos economicos y deficientes condiciones migpésanitarias, es donde las parasitosis se
presentan con mayor frecuencia; sin embargo, aalestctando este tipo de enfermedades en
otros lugares, debido al turismo a zonas endéryieala inmigracion de estas zonas (Olalla y
Tercero, 2011).

La frecuencia mundial de las distintas parasitmdestinales es alta, en especial en zonas
geograficas donde las condiciones ecolégicas faearda persistencia de los parasitos,
ademas de las caracteristicas socioecondmicas d@oltdacion, son factores que
lamentablemente comparten los paises de Amérigaal_at

En México, las enfermedades parasitarias mas cansoe las afectan al aparato
digestivo. Sin embargo, existe diversos parasites gueden infestar el intestino humano,
entre los que se han aislado con mas frecuenciensgentranEntamoeba histolyticy
Giardia lamblia Estos parasitos causan molestias como dolor temago, diarreas y
sangrados, asi como debilidad, anemia y desnutri&a adultos, se confunde con gastritis,
colitis, intolerancia a algunos alimentos, estre@nto, colon irritable, etc. Ambos
protozoarios, se encuentran generalmente en larim$#eal humana que al contaminar el
agua, suelo y otros objetos que entran en contact@limentos, provoca que se reinicie otro
ciclo de contagio entre personas (Sanaied, 2000).

Por otro lado, la tricomoniasis ocasionada poichomonas vaginalises una de las
enfermedades de transmisién sexual de mayor impmataya que afecta a millones de



personas en todo México, sin embargo la mayor émtih Se presenta en mujeres

provocando prurito, leucorrea y vaginitis. La irdfén generalmente no causa sintomas en los
hombres y desaparece espontaneamente en pocasasgmsianembargo, pueden presentar
ardor, prurito 0 secrecion y en casos severosaiiisty epididimitis (Petriret al, 1998).

Estos parasitos demuestran varias caracteristioggitnicas y biologicas comunes, tales
como metabolismo de carbohidratos anaerobico yalancia de una tipica mitocondria
(Muller, 1988), ademas de la falta de un aparatGaolgi bien desarrollado y otros organelos
tipicos de los ecuariotes (Bansalal, 2006); por lo que se puede decir gudistolytica G.
lamblia y T. vaginalis,son parasitos de la mucosa (Detsal, 2005); sin embargo los
trofozoitos deE. histolyticay G. lambliacolonizan el intestino delgadoTy vaginalishabita
el tracto genitourinario de humanos y animales.

4.1 Entamoeba histolytica

La amibiasis es una infeccion parasitaria que afecincipalmente a paises en vias de
desarrollo, sin embargo, las zonas con mayor numeroasos reportados son las regiones
tropicales y subtropicales, ademas de implicaofastsociodemograficos y de accesibilidad a
los servicios sanitarios en la comunidad (Pettral, 2000). Se considera que un 10% de la
poblacion en general esta infectada y el 90% nsepmtan sintomas. En México constituye un
problema muy importante de salud publica por sauieacia y mortalidad (Gutiérrez and
Mufioz, 1994). Se ha reportado que la frecuenci&iéxico de la amibiasis es de 372,501

casos (Epidemiologia SS, 2013)

E. histolyticapresenta dos fases principales en su ciclo de gldguiste y el trofozoito. El
quiste es la forma infectiva de esta enfermedautetoa-nucleados y rodeados por una pared
celular (que los protege de medios desfavorab{&sando los quistes son ingeridos por el
hospedero, eclosionan en el intestino delgado Yibsean los trofozoitos (forma movil,
infectiva) en donde invaden la mucosa y pared tintds en ocasiones se disemina a otros
organos (Zerpat al, 2007). Las personas se infectan por consumirealios, agua o fomites

contaminados con quistes (Figura 1).
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@ = Colonizacion no invasiva
A\ = Forma infectante = Enfermedad intestinal

= Forma diagnéstica
A 9 = Enfermedad extraintestina

Figura 1. Ciclo biologico dE. histolytica

La sintomatologia se presenta con: pérdida de mkdor abdominal, disenteria, heces
sanguinolentas y fiebre. Si no hay atencion médisdrofozoitos pueden invadir ademas del
intestino grueso, otros érganos como el higad@abecer pulmones y en casos severos puede
causar la muerte del hospedero (Guerrant, 1986).

El tratamiento de la amibiasis varia de acuerdozoha afectada, si la infeccion es extra-
intestinal se receta cloruro de emetina, dehidrtiemg fosfato de cloroquina; si es en la luz
del intestino se trata con las quinoleinas y ladaidn incluye ambas zonas, el farmaco usado
es el metronidazol y sus derivados (Liu and Well®96; Simjeeet al, 1985; Ali and
Nozaki, 2007).

4.2 Giardialamblia

G. lambliaes un protozoario binucleado y flagelado que hadlitentestino delgado de
humanos y otros mamiferos y es el agente resp@dalia giardiasis, una patologia que es
comun en todo el mundo (Vazquez and Campos, 2Q@9jrecuencia en México de esta
enfermedad es de 16,618 casos reportados (EpideyiadsS, 2013).



La infeccion cora. lambliase inicia con la ingestion de quistes del parakitocuales se
desenquistan durante su pasaje por el contenido del estobmago, liberando los trofozoitos
(Figura 2) (Lujan, 2006). Estos colonizan el intestdelgado superior y se adhieren a la
superficie del epitelio intestinal mediante su digentral o de adhesién (Adam, 2001).

(Contaminacién de agua, alimentos,
manos/fomites con quistes
infectantes

Los trofozoitos también son
eliminados en heces fecales
pero no sobreviven en el
medio ambiente

A = Forma infectante
A = Forma diagnéstica

Figura 2. Ciclo biologico d&. lamblia

Las manifestaciones clinicas varian desde la ilfeasintomatica a la enfermedad aguda,
apareciendo de 1 a 2 semanas de la infeccion ysilo®mas son: pérdida de peso,
deshidratacion, diarrea, calambyesn casos cronicos existe una mala absorcion tiemies
(Rivera et al, 2002; Hawrelak, 2003). Las medicamentos mas oesien contra de la
giardiasis han sido el metronidazol, tinidazol, aolidona, quinacrina, albendazol y
paromomicina (Gardner and Hill, 2001; Ali and Noz&007).

4.3 Trichomonas vaginalis

T. vaginalises el agente causal de la tricomoniasis, una caman de vaginitis, también

es considerada una enfermedad de transmision sgxeidle presenta a nivel mundial.



La incidencia anual de las infecciones fgorvaginalisen los Estados Unidos ha sido
estimada en cerca de cinco millones de casos (kew2b07). Mientras que la frecuencia en

México de esta enfermedad fue de 109,976 casosgadps (Epidemiologia SS, 2013)

Este protozoario es de forma ovoide o piriforme opge de 7-30 um de longitud y de 5-
15 de ancho. El trofozoito se caracteriza por ptasecuatro flagelos dispuestos de dos en
dos en la parte anterior y un flagelo recurrente fuma la membrana ondulante, que no
llega a la parte posterior del cuerpo (Figura &trfRet al, 1998; Costamagna and Figueroa,
2001; Aldereteet al, 2002). Su forma de reproduccién es por fisigraba longitudinal y no
se reporta la presencia de quistes en su ciclodiad, sin embargo aunque carece de formas
de resistencia, la quitina asociada a estructueasuperficie le permiten sobrevivir en
condiciones acidas (pH 4.0-4.5). De esta mafenzaginalisvive en el moco vaginal, sin

embargo también afecta la uretra, prostata y epididAldereteet al, 2002).

A= fase infectante
A. fase diagnostica

Trichomonas vaginalis

© Trofozoito en @  Dwision binaria @ Trofozoito en
secreciones vaginal y longitudinal vagina u orificio
prostatica, y orina uretral

Figura 3. Ciclo bioldgico d&. vaginalis

Esta enfermedad se presenta con mayor frecuenci# &exo femenino, pero también
afecta los hombres, ocasionando sintomas levessinbomas se desarrollan de 4 a 30 dias
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después de la infeccion y se plantea que la ifdaces mayor cuando el numero de parasitos
es elevado y cuanto mas alcalino sea el pH vagileakesta manera la infeccion se puede
presentar en tres formas: vaginitis asintomatiobjosvaginitis aguda o cronica y uretritis. En
el hombre puede causar uretritis, prostatitisjtigsepididimitis, esterilidad y es responsable
de una irritacién persistente (Cadena, 2006). icartroniasis puede actuar como vector para
otras enfermedades venéreas, como el virus deniotediciencia humanavcClellandet al,
2007; Nweze and Mouneke, 2011; Kissinger and Adar@éi 3). Por otro lado, si la durante
la gestacion se esta infectada dorvaginalis puede incrementar la rotura de membranas y
bajo peso al nacer (Cancabal, 2005).

Los farmacos que han demostrado ser eficaces teataiiento de la tricomoniasis, son
los 5-nitroimidazoles, entre estos se incluye akromgdazol, ornidazol y tinidazol. La
mayoria de las cepas de vaginalisson altamente susceptibles al metronidazol, peroas
aislado cepas resistentes (Vazquezal, 2001). Debido a que es una enfermedad de
transmision sexual, es de vital importancia sormsetartratamiento, para prevenir el contagio
a la pareja sexual.

4.4 Metronidazol

El medicamento que se utiliza cominmente en err@nto de estos tres parasitos es el
metronidazol, este es un agente sintético antibantey antiparasitario que pertenece a los
nitroimidazoles; se desarrollo a finales de lossa®® con el propdsito de combatir
infecciones porTrichomonas vaginaligCosar and Julou, 1959). Poco después su uso se
amplio para combatir infecciones provocadas pobpsofprotozoarios comdentamoeba
histolyticay Giardia lamblia,también es considerado uno de los medicamento®ficases
contra infecciones por bacterias anaerobias taraméegativas como positivas.

El mecanismo de accion del metronidazol es a traeda eliminacion del potencial
reductor de microorganismos anaerobios y microdiead (Muller, 1983). Esto se da
mediante la accion de proteinas transportadorasleldrones llamadas hidrogenosomas,
localizadas en el interior del microorganismo spsbé&e, las cuales reducen el grupo nitro del
metronidazol (Samuelson, 1999).

4.4.1 Efectos secundarios

Es importante sefialar que el metronidazol es unicae&@nto que ocasiona algunos
efectos secundarios que son desagradables papadantes, tales como: dolor de cabeza,
sequedad en la boca, sabor metalico, urticariajtpry orina de color oscuro. Se han
observado algunos efectos neurotdxicos, presentam@mweo, vertigo y raramente,
encefalopatia, convulsiones, falta de coordinagi@taxia (Bendesky and Menéndez, 2001).
Ademas, se han reportado efectos teratdgenos dddailidad que tiene el metronidazol de
atravesar la barrera placentaria, es por ello queenrecomienda su uso durante el primer
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trimestre del embarazo (Parrado, 2002). El metemub es un mutageno que tiene la
capacidad de inducir dafio al ADN en linfocitos haos por lo que se considera
carcinogénico (Bjornssoet al, 2002).

Estos efectos toxicos y mutagénicos son las pmtesprazones por lo que es esencial
descubrir y desarrollar agentes antiprotozoarias afta actividad, baja toxicidad y alta
eficacia.

4.4.2 Resistencia al metronidazol

Se ha reportado varios casos de resistencia abmnddzol y a otros nitroimidazoles &e
histolytica (Orozcoet al, 2002, 2009 ; Bansat al, 2006a,b),G. lamblia (Upcroft et al,
1990; Upcroft, 1998; Vegat al, 2008)y T. vaginalis(Kulda et al, 1982; Kulda, 1999;
Snipeset al, 2000; Rasolosomet al, 2002; Dunneet al, 2003), en donde el fracaso al
tratamiento ha sido atribuido a varias causas, darbaja absorcion de la droga, inactivacion
de la droga por la flora, el uso indiscriminadoedée farmaco desde edades muy tempranas,
al empleo de tratamientos previos como las monedasadas en tratamientos para la
amibiasis, tricomoniasis y giardiasis, que sonslosuficientes y contribuyen a la resistencia
de estos parasitos (Upcroft and Upcroft, 2001; Gvet., 2009).

4.5 Plantas medicinales

Durante afios, los productos naturales han desenipeiiapapel importante en todo el
mundo en el tratamiento y la prevencion enfermesiagie que ofrecen una amplia diversidad
de componentes, los cuales pueden servir como ¢a@snaademas de revelar nuevos
mecanismos de accion para el control de dichagreatiades (Chiet al, 2006; Ghorbangét
al., 2006).

En las ultimas décadas, ha aumentado consideratiensé uso de productos naturales
como agentes terapéuticos; esto debido al intexéegtesar a lo natural ya que es la mejor
manera de llevar una vida mas saludable.

Se ha retomado el interés en los productos de roriggural debido a que se ha
comprobado que los fitomedicamentos representanomeaasgo en la automedicacion,
ademas menos efectos colaterales. Por lo tanioppEstante tener un mayor conocimiento
quimico y farmacoldgico de productos naturalesa garantizar un mejor control de calidad
en el desarrollo, preparacion y administracion wevos fitomedicamentos (Pamplona, 1999).
De manera alterna el conocimiento de la medicimdidional y el uso de las plantas
medicinales por culturas indigenas, ayudan a laaoacion de las tradiciones culturales.

La Organizacion Mundial de la Salud estima queséb de la poblacion mundial contintda
utilizando la medicina tradicional para el tratamitede enfermedades y alrededor del 50% de
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los productos farmaceéuticos utilizados hoy en giayvienen de productos naturales. En
México, el uso de plantas medicinales ha estadsepte desde la época prehispanica como lo
muestra el Cdodice Badiano, donde se puede encamteadescripcion del uso medicinal de
mas de 150 plantas mexicanas utilizadas en esa @{igendaet al, 2007).

4.5.1Plantas con actividad antiparasitaria

El conocimiento de la medicina tradicional congtwna valiosa fuente de informacion
para realizar estudios fitoquimicos y farmacolégicBs por eso que se ha emprendido la
practica de esta disciplina, que ademas constituyenedio de recuperacion del acervo
cultural que esta en peligro de desaparecer andwagice de la "medicina moderna". Las
plantas medicinales con accién antiparasitaria $ida empleadas por la poblacion desde
tiempos inmemorables para cualquier afeccion deiedble.

La infeccidn por parasitos es una de las mayonesasade enfermedad y de incapacidad en
diversas partes del mundo, especialmente en lasnesgtropicales y subtropicales. Las
enfermedades gastrointestinales mas frecuentegoadas por parasitos son la amibiasis y
giardiasis, las cuales persisten en areas mal dasigacon déficit de higiene (Adam, 2001;
Ford, 2005; Pinilleet al, 2008). Por otro lado, la principal enfermedadrdasmisién sexual
ocasionada por un parasito es la tricomoniasigéé¢ial, 2005; Cadenat al, 2006).

En el tratamiento de estas tres parasitosis esoushdnetronidazol y sus derivados
imidazoles; sin embargo, estos parasitas desarrollado un mecanismo de resistencia a esta
droga (Upcroft, 1998; Dunret al, 2003; Bansaét al, 2006); ademas se ha reportado que es
mutagénico, carcinogénico y neurotoxico (Edwar880] Bendesky and Menéndez, 2001).

Asi mismo, la ausencia de vacunas para combadis estfermedades y el hecho de que el
tratamiento farmacologico este empezando a seicieete por la resistencia que muestran
los parasitos, demuestra la importancia de la Btade nuevos tratamientos contra estas y
otras enfermedades; actualmente existen estudiqdadéas y compuestos bioactivos que
tienen propiedades antiparasitarias, son eficigntesbaja toxicidad.

4.5.2 Plantas con actividad amebicida

Estudios fitoquimicos han reportado actividad amidhide los alcaloides obtenidos de las
extractos de hojas de@inchona ledgeriang Brucea javanicaKeeneet al, 1986, 1987); de
los extractos etandlicos deiper schmidtrise logré aislar los compuestos friedelin, 1-
triacontanol, acido octacosanoigbsitosterol,f-O-glucdsido (Joshét al, 1990); se aislaron
alcaloides deStrychnos usambarens{8Vright et al, 1991); también los flavonoides (-)-
epicatequina, (-)-epigalocatequina y kaempferol eorrango de G que va de 1.92 a 7.93
png/ml (Calzadat al, 1999) y la norcoridina (Wrighdt al, 2000).
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Los compuestos geraninos A, B (Calzadaal, 1999), C y D aislados dé&eranium
niveum (Calzadaet al, 2001) asi como los compuestos flavan-3-ol,(-)-epicatesuift)-
catequina, tiramina f—sitosterol 30-p-D-glucopiranosido aislados d&eranium mexicanum
presentaron actividad amebicida (Calzadaal, 2005); también se ha reportado que las
plantas que son usadas por pacientes con SIDA esurelde Tailandia, los extractos
cloroférmicos deAlpinia galanga Barleria lupuling Boesenbergia pandurat®iper betle
Piper chavay el extracto metandlico d8. panduratacon concentraciones menores a 100
png/ml mostraron buena actividad amebicida, sin egtbMurraya paniculatay Zingiber
zerumbefueron activas a concentraciones mayores a 10@l(§awangjaroeet al, 2006);
de las hojas deKigelia pinnata se obtuvieron los compuestos iridioides espeamsid
verminosido y minecosido (Bhartiet al, 2006). Los extractos metandlicos de
Chiranthodendron pentadactylpAnnona cherimoly Punica granatunmostraron actividad
contraE. histolyticacon una GJp menor a 30 ug/ml (Calzadd al, 2006); los compuestos
como el timol, carvacrol, borneol y linalol presenen el aceite esencial @ieymus vulgaris
L. poseen actividad amebicida (Behmat al, 2008a), los extractos hexanicos Aium
sativiummostraron buena actividad conEahistolyticacon 3 mg/ml y los aceites esenciales
a 0.3 mg/ml (Behniaet al, 2008b); se ha identificado el flavan-3-ol(-)epécpina como
compuesto antiamebiano presenteRembus coriifoliusy Geranium mexicanunpor lo que se
probé la epicatequina a concentracion de 1.9 pdgnelial provocé alteraciones morfolégicas
(Sotoet al, 2010).

Por otro lado, se encontré que los extractos mbitasode Astrophytum myriostigma
muestra una G menor de 100 pg/ml (Gareaal, 2010) y del callo deophocereus schottii
presenta una gd de 19.5 pg/ml para inhibir el crecimiento Behistolytica(Moraleset al,
2010)Estudiosin vitro mostraron que el jugo dgitrus tiene actividad contra trofozoitos de
E. histolyticausando concentraciones mayores a 0.05 ml (Shnxestal., 2011),

4.5.3 Plantas con actividad giardicida

De igual manera, se ha reportado actividad giatdiein plantas usadas en el tratamiento
de diarrea e infecciones parasitarias, como lo &astela tortuosa Haematoxylon
campechianum Mangifera indirg Cupressus semperviren®unica granatum Psidium
guajava Plantago majay Justicia spicigeray Lippia spp las cuales demostraron inhibir el
50% del crecimiento dé&. lamblia (Ponce-Macotelat al, 1994) El extracto deAllium
sativummostré actividad giardicida, por lo que se aigidas compuestos alil alcohol y alil
mercaptano, obteniendo{gte 7 y 37 pug/ml respectivamente (Hagatsl, 2000); ademas se
reportd que los compuestos presentes en los eodrathindlicos delusticia spicigera
afectaron las membranas @elamblia(Ponce-Macotelat al, 2001).

Entre las plantas usadas en la medicina tradiciomakicana en el tratamiento de
enfermedades gastrointestinales se encuemtdoreranthera repensBoerhavia coccinea
Flavenia trinerva Leucaena esculentdradescantia zebrinalournefortia densifloraVitex
mollis y Waltheria americana las cuales demostraron tener actividad giardiccda
concentraciones menores o igual a 100 pug/ml, simaego, la que presentd mejor actividad
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fue T. densiflora(Tapiaet al, 2003). El extracto etandlico de propodleo presewtavidad
contraG. lamblig con concentraciones que van de 250-500 pg/mbimido el 60% de la
poblaciéon (Freitagt al, 2004). Extractos cloroférmicos de los rizomasAtiginia galanga
Boesenbergia panduratg Zingiber zerumbetla fruta dePiper chaba las hojas ddPiper
betle Edipta prostratay los extractos metandlicos & panduratay E. prostratamostraron
efecto giardicida a concentraciones menores a Yl Sawangjaroemt al, 2005). Los
extractos metandlicos délelianthemum glomeratuny Rubus coriifolius presentaron
actividad inhibitoria a 0.125 y 0.506 mg/kg (Barbast al, 2006) y los obtenidos de
Dorstenia contrajerva, Senna villosa y Ruta chategigcon una Gy menor a 38 pg/ml
(Calzadeet al, 2006); posteriormente se aislaron los flavonoldesmpferol, tilirosido y (-)-
epicatequina, d&eranium mexicanujyCuphea pinetorumH. glomeratumy R. coriifolius
resultando mas activa la (-)-epicatequina con Ol0vidl/kg (Barbosat al, 2007).

4.5.4 Plantas con actividad tricomonicida

El potencial de los productos naturales en elrregato de enfermedades es evidente en
la medicina tradicional. Los tratamientos con @annedicinales se han desarrollado durante
miles de afos, por lo que se busca plantas de raditnal para aislar y caracterizar
compuestos quimicos que puedan combatir la tricaasmn(Gehring and Efferth, 2009); ya
gue se estima que al menos el 5% de los casosadidie tricomoniasis son causadas por
cepas dd. vaginaliscon resistencia baja o0 moderada al metronidazadrf@reet al,, 2004).

Existen reportes de la actividad tricomonicida edracto metanolico d€astela texana
inhibe el 93% del crecimiento a una concentraciérld0 pg/ml y el compuesto chaparrina
inhibi6é el 100% a la misma concentracién (Calzedal, 1998);Platycodon grandifloruny
Gleditsia sinensisnostraron buena actividad conffa vaginalissiendoG. sinensida mas
efectiva (Parlet al, 2004).

Los extractos hidroalcohdlico y diclorometanoAleum hirtifolium presentaron una CMI
de 10 y 5 pg/ml respectivamente (Tagdral, 2006); sin embargo, los extractos acuosos de
Viola odoratay Ruta graveolendiacen un sinergismo que actla corffravaginalisa la
concentracion de 20 mg/ml (Al-heali and Rahemo, 6200Jn estudio de 22 plantas
mexicanas, de las cuales se realizaron extraccime¢anolicas en dondgarica papayay
Cocos nuciferanostraron una I de 5.6 y 5.8 pg/ml respectivamerBacconia frutescens,
Geranium mexicanuny Lygodium venustunpresentaron una kg entre 30.9-60.9 pg/ml
(Calzadaet al, 2007); también las saponinas diosgenina y yudageaisladas dégave
brittoniana muestran actividad tricomonicida (Guert al, 2008); asi como el extracto
hidroalcoholico dd-reula assafoetid&limind el 90% de la poblacidon de este parasitowma
concentracion de 2 mg/ml (Sarkatial, 2009).

También se ha encontrado que el extracto de acd¢astilo deArbutus unedgresenta
actividad inhibitoria con una gl de 62.5 pug/ml (Ertabaklaet al, 2009); la aglutinina del
germen de trigo y el extracto acuosaNigella sativamuestran esta actividad, siendo mas
efectiva la aglutinina (Tonkal, 2009) y de los agtos acuosos d&llium sativumy Allium
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cepa encontraron que el més efectivo confravaginalises A. sativum(Ahmed, 2010).
Estudios mas recientes sobre 18 extractos de ldidatmaryllidaceaemostraron que
Hippeastrum brevifloruninhibio el 60% del crecimiento (Vieirat al, 2011); la raiz de
Palygata decumben@iccoli et al, 2012); algunas saponinas aisladag’dssiflora alatay
Quillaja saponaria(Dahmeret al, 2012); el extracto d&ucalyptus camaldulensig la
fraccion de acetato de etilo del eucalipto (Haseaai, 2012); ademas algunos compuestos
HP1, HP2, HP3 vy floroglucinol aislados Higpericum polyanthemuymreportan ser buenos
candidatos tricomonicidas (Cargrehal, 2013).

4.6 Syzygium aromaticum

Sinonimos:Caryophyllus aromaticysgugenia caryophyllata

Syzygium aromaticunsonocido comunmente como clavo, es un éarbol pera®da
familia Myrtaceae de hasta 20 metros de altura. Se caracterizaytailo recto y de corteza
gris, destacan sus hojas puntiagudas, lanceoladhes gplor verde intenso (Figura 4), sus
flores regulares de cinco pétalos y numerosos é&stany debajo de la flor se encuentra el
fruto que es pequefio y alargado de color rojo os@eigura 5). Florece desde mediados de
junio hasta primeros de agosto. De la recoleccidarésan los botones florales, que se

recogen justo antes de la floracion.
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Figura 5. Fruto d&yzygium aromaticum

Originariamente se trata de un arbol procedentéasldslas Molucas en Indonesia. De
acuerdo con la FAO, el 70% de la produccién mundiala semilla de clavo tiene lugar en
Indonesia, aunque en la actualidad el cultivo témbse ha extendido a Madagascar,
Zanzibar, India y Sri Lanca. Sin embargo, se havado en valles y laderas de todo el litoral
mediterraneo, con mayor abundancia en tierras hasngdicas en elementos. Al ser una
planta bastante utilizada en artes culinarias ndifésl encontrarlo en cualquier parte, ya
envasado y preparado para su uso. En México seece@h el valle de Chalco estado de

México (Ghedira, 2010).

4.6.1 Clasificacion taxondmica

Reino: Plantae
Clase: Magnoliosida
Orden: Myrtales
Familia: Myrtaceae
Género:Syzygium

Especiearomaticum

4.6.2 Composicion quimica

S. aromaticumcontiene una gran variedad de compuestos y su oo varia
dependiendo de su procedencia. Entre sus compsndettaca eugenol (49-98%) como
compuesto mayoritari@-cariofileno (7.2-21%) y eugenil acetato (2.1-6%jlemas también
se pueden encontrar pequefias cantidadeshdenuleno (0.8-1.9%) y trazas (< 1%) de otros
25 a 35 constituyentes (Ha al, 1994; Srivastavat al, 2005; Almaet al, 2007; Chaielet
al., 2007; Santost al, 2009; Hemat al, 2010; Bhuiyan, 2012).
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4.6.3 Usos etnobotanicos y estudios farmacologiaesS. aromatium

Los siguientes usos estan basados en la tradidiéorias cientificas. A menudo no se han
probado completamente en humanos y no siemprensgenaostrado su seguridad y eficacia.

En la medicina alternativ&. aromaticunse usa contra el dolor de muelas o encias, dolor
abdominal, pie de atleta, mal aliento, contra kgesala irritacion, hipertension, inflamacion,
colico, tos, diabetes, diarrea, nauseas o vomitogletratamiento de alergias y del asma,
también es usado como anestésico, afrodisiaco acaite de clavo de olor es relajante
muscular (Bhowmilet al, 2012).

Sin embargo, se han validado cientificamente algul®estos usos medicinales y se ha
encontrado que el extracto hexanicoSlearomaticunelimina el 90% de la poblacion del
gorgojo del maizSitophilus zeamaigHo et al, 1994); asi como los compuestos aislados
kaempferol y myricetina inhiben el crecimiento das | bacterias Gram negativas
Porphyromonas gingivalig Prevotella intermedigCai and Wu, 1996%. aromaticuminhibe
la hipersensibilidad inmediata debido a que bloglsediberacion de histamina de los
mastocitos (Kimet al, 1998), ademas actua contra los horjternaria alternata Fusarium
chlamydosporumHelminthosporum oryzag Rhizoctonia bataticola(Zafar and Ahmad,
2002).

Se ha reportado que los fenilpropanoides dihidtaptaol y aldehido trans-coniferil
aislados deS. aromaticumpresentan actividad antimutagénica, debido a gyeirsen la
expresion del gerumu en Salmonella typhimurium{Miyazawa and Hisama, 2003); los
compuestos metileugenol e isoeugenol tienen aefivataricida, combatiendoTgrophagus
putrescentiadKim et al, 2003); se estudio el efecto del aceite eseneiatldvo frente a un
grupo de bacterias y el aceite extraido de la &emilostrO mayor actividad frente a
Staphylococcus aureusnientras que el aceite procedente de las hojabeincon mayor
intensidad el crecimiento dBacillus cereus(Ogunwandeet al, 2005); asi mismo da
proteccion contra la aflatoxicosis, causadaAspergillus flavugAbdel et al, 2005); también
funciona como agente quimiopreventivo en cancempuohr, ya que regula la expresion de
las proteinas pro-apoptéticas (Banegeal, 2006); y se ha reportado el uso de fomentos o
tinturas deS. aromaticunctontra lesiones ocasionadas pershmania braziliensig§Rojaset
al., 2006).

La presencia de aceites esencialesSearomaticumha sido motivo de andlisis y se ha
encontrado que son altamente citotéxicos a coragatres bajas 0.03% (v/v), esto se
atribuye al eugenol, sin embargo no todos los c@sfes como eB-cariofileno presentan
actividad citotoxica (Prashat al, 2006).

Es importante sefialar que existen reportes solegeacesenciales que respaldan su
propiedad antioxidante, ya que funcionan como idbibde los radicales hidroxilo y actua
como agente quelante del hierro (Jirovetz, 2006sshieet al, 2007); también poseen
actividad tripanocida, afectando a los nucleodepimastigotes con unasgdle 99.5 pg/ml
y 57.5 pg/ml a los tripomastigotes dleypanosoma cruzfiSantoroet al, 2007); y también
muestran actividad antifungica afectanddAléernaria alternata Aurebasidium pullulans
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Cladosporium cladosporiode®Mucor mucedpPhomopsis helianthy Phoma macdonaldii
(Dzamicet al.,, 2009).

Los extractos metandlico y de acetato de etil& daromaticunpresentan actividad contra
el parasitoPlasmodium falciparumreportando Gb de 6.25 y 13 pug/ml (Bagavaet al,
2011). Se encontré que el acido betulinico aislado dehtgas del clavo tiene potencial
anticancerigeno frente a la linea celular MCF-7 apa Ci, de 3316 pug/ml (Aishat al,
2011); ademas se evaluaron extractos y aceitesiaende esta planta contra células Hela,
MCF-7, MDA-MB-231, DU-145 y TE-13, siendo los a&st esenciales los de mayor
actividad antiproleferativa (Dwivedi al, 2011).

La actividad antibacteriana del clavo, queda resuE al reportar que el extracto
metanolico es efectivo contrgscherichia coli Staphylococcus aureug Pseudomonas
aeruginosacon CMI de 2.31 mg/ml, 0.385 mg/ml y 0.01 mg/ndgectivamente (Pandey and
Singh, 2011).

Estudios recientes confirman la actividad antiomidade S. aromaticumasi como la
inhibicion de la peroxidacion de lipidos en pansrda ratas (Adeniyi and Oboh, 2012); y se
ha validado que el té d8. aromaticummejora los parametros de glucosa, colesterol,
triglicéridos y proteinas totales (Magtial,, 2012).

Por todos los antecedentes que existen sobre plargdicinales, es necesario rescatar el
uso de estas mismas y validar cientificamentedpsrtes de la medicina tradicional acerca de

la actividad biolégica d&. aromaticuny evaluar su actividad antiparasitaria.
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5. METODOS

5.1 Material biologico

5.1.1 Material vegetal

Syzygium aromaticurfue adquirido comercialmente en el Mercado de fAdzagstrella

ubicado en la Ciudad de San Nicolas de los GamaydLeon.

5.1.2 Cepas

5.1.2.1Entamoeba histolytica

Cepa HM1:IMSS déntamoeba histolytigacultivada en condiciones axénigasvitro en
el medio de cultivo PEHPS.

5.1.2.2Giardia lamblia

Cepa IMSS:0989 d&iardia lamblig cultivada en condiciones axénicasvitro en el
medio de cultivo TYI-S-33.

5.1.2.3Trichomonas vaginalis

Cepa GT15 IMSS:0989 derichomonas vaginaljscultivada en condiciones axénidas

vitro en el medio de cultivo PEHPS.
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5.2Preparacion del medio PEHPS.

La composicion del medio PEHPS (Said-Fernamdei, 1988)se encuentra en la Tabla I.
Se mezclaron los componentes, se disolvieron emif'sl@ agua desionizada. El pH se ajusto
a 7.0 con NaOH 10 N y se afor6 a 1000 ml con agsiodizada. Se colocaron 5 ml del
medio en tubos d&3 x 100 mm con tapon de rosca (borosilicato, Ggri@o., Alemania). El
medio se esterilizd por autoclave a 15 min a 121 & Ib de presidnAlmacenamos a

temperatura ambiente hasta su uso.

Tabla I. Composicién del medio PEHPS

Componentes Cantidad

Extracto de higado-pancreas 250 ml

Peptona de caseina 209
Acido ascérbico 1g
Cisteina 19
Glucosa 60
K,HPO,4 1g

KH ,PO, 0.6 g

5.2.1 Preparacion del extracto higado-pancreas

Se utilizaron 4.0 kg de higado bovino, el cual laeado y recortado; 1.4 kg de pancreas
bovino y 1.4 kg de pancreas de cerdo, ambos litbeet®jido conectivo y grasa. Se cortd en
trozos todo el material biol6gico y se molieronuenmolino eléctrico, repitiendo este paso,
para que la mezcla sea homogénea y libre de gramzes. Se licué dicha mezcla con PBS,
aproximadamente 1.3 volumenes de PBS por volumetejdi®. Se ajustd el pH a 8.0 con
NaOH 10 N.

La mezcla obtenida se incubd por 4 horas a 37°08tegormente se calentd hasta el

primer hervor, agitando de forma constante partaegue la espuma fuera derramada y se
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esterilizd a 121° C por 15 min, después de estaptie se dejo enfriar y guardé en

refrigeracion durante toda la noche.

Por la mafiana se extrajo el sobrenadante y seligétar 121° C por 15 min, se filtro el
homogenizado en un sandwich de tierras de diatqgrpeasero se formd una capa con tierra

rosa y posteriormente se mezclé el extracto calieon la tierra blanca para formar la

siguiente capa y filtramos usando vacio. El extratitenido se guardo a -20° C y se etiquetd

hasta su uso.

5.3 Preparacion del medio basal TYI

La composicion del medio TYI (Keister, 1983) sewmrdra en la Tabla Il. Se mezclaron
los componentes, se disolvieron en 850 ml de ags@wizada. El pH se ajustd a 7.0 con
NaOH 10 N y se afor6 a 1000 ml con agua desioniZaeaolocaron 5 ml del medio en tubos
de 13 x 100 mm con tapdén de rosca (borosilicato, @grtCo., Alemania). El medio se
esterilizé por autoclave a 15 min a 121 °C, 15dkpdesionAlmacenamos a -20 °C hasta su

uso.

Tabla Il. Composicién del TYI

Componentes

Cantidad (g)

Extracto de levadura
Peptona de caseina
Acido ascorbico
Cisteina

Cloruro de sodio
Glucosa

KoHPO,4

KH ,PO,

Citrato férrico amonico

10
20
1
1
3.3
10
1
0.6
0.028
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5.4 Preparacion del suero bovino

La sangre se colectd en el rastro de la ciudaddggecoagular, el suero fue separado por
sedimentacion a 3,500 rpm por 15 min. Despuésezbsae prefiltra con papel Whatman N° 1
y fue filtrado por una serie de filtros HAWP Milbpe (Beford, MA, USA) de 5a 0.22 m.

Finalmente fue esterilizado por filtracion utilizBnsistemas de filtracion al vacio de un
litro con filtros de 0.22 mm. El suero estéril ssscomplementa por calentamiento a 56° C
por 30 min, se deja enfriar a temperatura ambigstele afiade 25 ml de mezcla de vitaminas
(JRH Biosciences, Lenexa, KS) por cada litro desue

El suero se distribuye en alicuotas de 100 ml, arllas ambar, estériles, de vidrio con

tapon de rosca y se almacena a -20° C.

5.5 Preparacion de la bilis bovina

Se pesaron 0.3 g de bilis bovina comercial (Sigidai¢h, USA) y se disolvieron en 10 ml
de PBS, posteriormente se esterilizé mediantesiltAWP Millipore (Beford, MA, USA) de
0.22 um y se almacend a 4° C.

5.6 Cinéticas de crecimiento

Las curvas de crecimiento se llevaron a cabo p@rl2noculando 200,000 trofozoitos de
E. histolyticay 10,000 trofozoitos dé&. vaginalisen 5 mL de medio basal PEHP adicionado
con 10 % de suero bovino2p,000 trofozoitos d&. lambliaen 5 ml medio basal TYI-S-33
adicionado con 10 % de suero bovino y 0.5 mg/nitie bovina, en tubos de tapdn de rosca
de 13 x 100 mm.

Se incubaron a 36.5° C durante 120 h y cada 24deteeminé el nimero de trofozoitos y
evaluamos sus parametros de crecimiento en el m&diorealizaron tres experimentos

independientes por triplicado.
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Se determind el tiempo de generacion mediantglaesite ecuacion:

G = tiempo de generacion.
t = intervalo de tiempo de la fase exponencial,
B = nimero de organismos al comienzo del interdaltiempo,

b = nimero de organismos al final del intervaldiempo.

Para determinar el tiempo de duplicacién se utlizg€iguiente ecuacion:

Td =0.693 G

5.7 Mantenimiento de las cepas

Cada cepa se mantuvo en cultivo en tubos de 18 xnif de tapdn de rosca con 5.5 ml de
medio (PEHPS o TYI, segun el parasito), inocula@@®00 trofozoitos/ml dE. histolytica,
200,000 trofozoitos/ml d&. lambliay 100,000 trofozoitos/ml d€&. vaginalis Cada cultivo
fue incubado a 36.5° E. histolyticapor 72 h yG. lambliay T. vaginalisdurante 48 h.

Antes de casa resiembra, cada cultivo se observ@nemicroscopio invertido, para
comprobar el buen estado de las cepas. El cukivm®cod en agua-hielo durante 20 min para
despegar las células adheridas, posteriorment@sedeneizaron, el nUmero de amibas se
determin6 tomando una alicuota del cultivo contagmdoin hemacitémetro, pa@ lambliay
T. vaginalis se realiz6 una dilucién con formalina, con esfanibs las células y luego

contarlas en el hemacitometro.

Cada cepa fue inoculada en su respectivo mediailigc; bajo el tiempo calculado de

acuerdo a su cinética de crecimiento.
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5.8 Extraccion del material vegetal

Los principios activos de5S. aromaticumse obtuvieron mediante la extraccion por
maceracion continua con solventes de diferenteridah Se procedid a deshidratar
secandolo en una estufa a una temperatura de 4Q3o€leriormente se tritur0 hasta

pulverizarlo.

Se tomaron 50 g d8. aromaticuny se depositd en un matraz Erlenmeyer de 500 sel y
le adicionaron 300 ml de acetona, se sell6 heraméénte para evitar evaporacion del
solvente durante la extraccion, se dej6é en agitactistante por 72 h en un Agitador Dual
Action Shaker Lab-line.

Una vez transcurrido el tiempo de extraccion, sapas el solvente del resto del material
vegetal mediante filtracion con papel Whatman N°Pbsteriormente el mismo material

vegetal se extrajo 2 veces mas con etanol y metanol

Los extractos acetonico, etandlico y metandlicoseentraron en un rotavapor tipo Bichi
a una temperatura menor a 60° C, se llevaron aedagqutotal a temperatura ambiente y se

almacenaron en viales color ambar a 4° C, hastiasu

5.9 Rendimiento de los extractos

Se obtuvo el rendimiento de los extractos de laisige forma:

peso obtenido

(%) Rendimiento = ———x 100
peso inicial

donde: peso obtenido se refiere al peso obtenida ertraccidn y el peso inicial es el peso

del material vegetal a extraer.

5.10 Identificacion parcial de grupos funcionales
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Los extractos crudos d& aromaticunfueron sometidos a diversas pruebas quimicas para

identificar grupos funcionales de cada familia (Doguez, 1973).

5.10.1 Prueba de Liebermann-Burchard

Para triterpenos y compuestos esteroidales. Emplawca de porcelana se afiadié 1 gota del
extracto, 1 gota de cloroformo y 3 gotas del readtie Liebermann-Burchard (20 de acido
sulfurico mas 1 ml de acido acético anhidro y ldelcloroformo), un viraje de color hacia

azul, verde, rojo o anaranjado es una prueba pagitira estos compuestos.

5.10.2 Prueba de SalkowskKi

Para esteroles y metilesteroles. A 1 gota del eixtrae le afiadié 1 ml de cloroformo y 1
ml de acido sulfarico, al contacto se observa uaje&ide color hacia el amarillo o rojo en la

presencia de estos compuestos.

5.10.3 Prueba de Dragendorff

Para alcaloides. Se preparan dos soluciones, (&iéol A con 0.85 g de nitrato de
bismuto, se mezclaron con 10 ml de acido acétiaoiagly 40 ml de agua y Soluciéon B con 8
g de yoduro de potasio disuelto en 20 ml de agleedetivo se prepara mezclando 5 ml de
A, 4 ml de B y 100 ml de agua. Se disuelven d& Ing de la muestra en etanol y se colocan
unas gotas en una placa de porcelana, luego serailads gotas del reactivo, la prueba es
positiva si se presentan coloraciones rojo o narggrsistentes por 24 h.

5.10.4 Prueba de Baljet

Para sesquiterpenlactonas. Se utilizaron 2 solasianezcladas en volimenes iguales
antes de usarse, reactivo 1: solucion A: se disd\d g de acido picrico en 100 ml de etanol;
y la solucién B: 10.0 g de hidroxido de sodio e® hd de agua bidestilada. A 3 gotas del
extracto, se agregaron 4 gotas del reactivo 1¢llaracion naranja a roja obscura representa

una prueba positiva.
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5.10.5 Prueba de NaOH.

Para determinar lactonas. Se disolvieron 1-2 mgndestra en solucion alcohdlica de
NaOH al 10%. La presencia de color naranja quepdesee al agregar HCI indica la

presencia de un anillo lacténico.

5.10.6 Prueba de cloruro férrico.

Para oxhidrilos fendlicos. En un tubo de ensayeokacan 20 gotas del extracto y 10 gotas
del reactivo de cloruro férrico. Prueba positivea,fdrmacién de color rojo, azul, violeta o

verde.

5.10.7 Prueba de 2,4-dinitrofenilhidracina

Para grupo carbonilo. En un tubo de ensaye se ldsue50 mg de 2,4-
dinitrofenilhidracina en 1 ml de metanol calientee agregan 50 mg del compuesto
carbonilico y se calenté a bafio Maria por 10 a b se deja en reposo y se enfrio en bafio

de hielo, la aparicion de un precipitado naranjicia la presencia de un grupo carbonilo.

5.10.8 Prueba para cumarinas

Se disolvieron 1-2 mg de la muestra en una solud®m™NaOH al 10 %, si aparece una

coloracién amarilla que desaparece al acidulgruaba es positiva.

5.10.9 Prueba del KMnQ

Para dobles enlaces. Se disolvieron 1-2 mg de lkestrauen 1 ml de agua, acetona o
metanol, posteriormente se afiadid gota a gota ologién de KMnQ al 2% en agua; la
prueba es positiva si se observa formacion de ecipitado café, resultado de la formacién

de biéxido de manganeso.
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5.11 Fraccionamiento por métodos cromatogréaficos

El extracto con mayor actividad antiparasitaria fisenetido a fraccionamiento con el

propdsito de separar e identificar los compuestespgesentan dicha actividad.

5.11.1 Cromatografia en capa fina

Se utilizaron placas de Silica gel 60, en dondecawhos cada muestra con un capilar,
aplicandola aproximadamente a 1 cm de la parteionfeLa muestra se puede concentrar
sobre la placa, repitiendo la aplicacién variasagasobre el origen, dejando secar entre
aplicaciones. Dejamos secar la muestra, colocaraesplacas dentro de unas cubas
cromatograficas, las cuales contenian los sigusesistemas cromatogréaficos: benceno-
acetona (9:1, 8:2 y 7:3) para su corrimiento, ¢sta encontrar el mejor eluente para la

separacion de las fracciones de cada extracto.

Se observo la cromatoplaca a luz visible y luz U¥ig revelada con cloruro de cobalto,
usando un aspersor y calculamos el Rf midiendasentia del punto de aplicacion de la
muestra a la mitad de la mancha detectada y sdid@ief valor obtenido sobre la distancia del

punto de aplicacion de la muestra y la distanaiarreda por el eluente.

distancia recorrida por el compuesto
distancia recorrida por el disolvente

Figura 6. Cromatografia en capa fina
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5.11.2 Cromatografia en columna con silica gel

Se utilizé una columna cilindrica, de vidrio (Pyyrebe 40 cm de largo y 4 cm de diametro,
con llave de paso de teflon en la parte inferioontdmos la columna en posicion vertical,
sujetandola con dos pinzas para soporte, colocamtepon de fibra de vidrio en el fondo de
la columna lo mas ajustado posible. Agregamos 2@artiexano para cerciorarnos de que el
solvente pudiera pasar a través del tapon de @braidrio; asi mismo, revisamos que no
hubiera fuga del solvente por la llave. Eluimosail/ente para asegurar que el embudo de la

llave estuviera libre de impurezas, cerramos lgelintes de que se vacie todo el solvente.

Agregamos una capa de arena de aproximadamenteld @spesor, ayudandonos en el
proceso con unos mililitros de hexano para bajgglanos de arena que quedan adheridos a
la pared del tubo. Pesamos 25 g de silica gel d2080mallas (Baker) y se preparé una
emulsién con 50 ml de hexano, vertimos la emulgioco a poco dentro de la columna, se
esperd a que se asentara ayudandonos con golpeados estratégicamente a la columna,
procurando no formar burbujas de aire. Se adiciomd@oco de hexano por la pared de la
columna para bajar la silica que quedo adheridgapailed. Agregamos 1 g de muestra sobre
la columna de silica haciendo uso de una pipetee®aprocurando no dafar la parte superior
de la columna y de no crear un punto de aplicacian grande. Finalmente depositamos una

capa de arena de mar de 1 cm de espesor aproxirata(Rigura 7).

La elucidon utilizada para correr la columna fue ldexano, hexano/cloroformo y
cloroformo, en diferentes proporciones y se modifaonforme avanzaba la separacion.
Agregamos el eluente a usarse para la separacidecolgctamos fracciones de

aproximadamente 10 ml hasta que fue terminadaedaden.

)
e

Figura 7. Columna cromatografica de silica gel

28



5.11.3 Cromatografia preparativa

La cromatografia preparativa se llevd a cabo enaglale gel de silice de 0.5 mm de
espesor, con indicador de UV 254 nm (Analtech,)lrfén dicha placa fueron trazadas tres
lineas, una de cada lado y en la parte inferiacamlos la muestra con la ayuda de un capilar.
Introducimos la placa en la cuba, usando como tueenceno/hexano en la proporcion de
9:1 y esperamos a que se separaran los compuessesies. Una vez separada la muestra, se
marcO con una espatula el contorno de las manceasdgsprendieron del soporte de vidrio.
Separamos el gel de silice de las muestras obtengtado un solvente en el cual fue soluble
el producto, filtramos la silica gel y una vez efiado el disolvente, obtuvimos la muestra

libre de silica gel.

5.12 Preparacion de las diluciones de los extractgdracciones

Para determinar la concentracion inhibitoria mé@igg) pesamos 15 mg de cada extracto
o fraccion y se disolvié en 250 pl de dimetilsulfix(DMSO) al 100% en tubo eppendorf, se
dejé minimo 4 h para su esterilizacion y se almaaed°® C. Se tomaron 50 pl de la solucion
anterior y diluimos con 950 pl de agua estéril garger una concentracion de 150 pg de la
muestra y una concentracion de 1% de DMSO, tom&f0sul de la solucion anterior y
afadimos 500 ul de la solucion testigo para unaerdracion de 75 pg y asi sucesivamente
hasta tener las siguientes concentraciones 37.58.¢5 ug y 9.375 pg. La solucion testigo se

preparo con 400 ul de DMSO y 7600 ul de agua &d&esolucion fue almacenada a 4° C.

5.13 Ensayo bioldgico

Se colocaron 50 pl de cada solucion (extractosagciones) en viales cilindricos de 1
mililitro de capacidad (Bellco Glass Inc., USA). d2avial fue llenado con 950l de una
suspension dé. histolyticay T. vaginalisa una concentracion de 2 10* y 1 x 10°
trofozoitos/ml respectivamente en medio PEHP m&% & suero bovino y pafa. lamblia
se utilizé una concentracién dex20 trofozoitos/ml en TYI mas 10 % de suero bovina% 0

g/L de bilis bovina.
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Todos los viales fueron incubados a 36 EChistolyticase incubo por 72 IG. lambliay
T. vaginalispor 24 h. Pasado el tiempo de incubacion los siéderon enfriados en agua
hielo por 20 min y el nimero de trofozoitos porilitib en cada tubo fue determinado usando
un hemacitometro (Matet al, 2008). Tomamos como blanco, el medio (PEHPS 63-8B)
con el inéculo y el control fue el medio inoculatds el DMSO, ya que este fue usado para

disolver los extractos y fracciones.

El porcentaje de inhibicion fue calculado con extp al blanco y la G4 de cada extracto
se obtuvo por analisis Probit (SPSS version 170aGamsayo se realizé por triplicado en tres
experimentos independientes, calculando la medldignite de confianza del 95 %.

5.14 Andlisis Espectroscopicos
5.14.1 Espectroscopia de Infrarrojo

En esta técnica se identifican compuestos organipos medio de radiacion
electromagnética en el rango de Infrarrojo. En estaon la energia es utilizada por las
moléculas organicas para deformar ya sea los amgi@@nlace o la longitud de sus enlaces
(Silverstein et al, 2005). La identificacion de los grupos funci@salpresentes en los
compuestos en la fraccion colectiva 1, se realiediante espectrofotometro Perkin Elmer,
Paragon 2,000 FTIR.

5.14.2 Cromatografia de gases

Se llevé a cabo empleando un cromatografo de @@B#3N con inyector spli/splithness y
detector selectivo de masas 5973 (Agilent Technedpgilemania) con fuente de ionizacion
de impacto electrénico y analizador cuadrupolarséparacion se realiz6 con una columna
HP 5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 pum; Agilent TechnaésgAlemania).

31



6. RESULTADOS

6.1 ldentificacion del material vegetal

Syzygium aromaticurfue adquirido comercialmente en el Mercado de Adzagstrella
ubicado en la Ciudad de San Nicolas de los GaraaydlLeodn. Se identifico en el herbario

de la Facultad de Ciencias Biologicas, asignandadaiimero 023493.

6.2 Obtencidén de los extractos d8. aromaticum

Se obtuvieron por maceracion los extractos aceatpratanolico y metandlico ds.

aromaticumy calculamos el porcentaje de rendimiento mosteadia Tabla Ill.

Tabla Ill. Porcentaje de rendimiento de los exbacteS. aromaticum.

Rendimiento
Extracto (%)
Acetonico 24.50
Etandlico 3.33

Metandlico 6.21

6.3 ldentificacion de los grupos funcionales

Se realizaron pruebas quimicas para la identificadie los grupos funcionales presentes
en los extractos d&. aromaticumobservando algunas diferencias entre ellos;raivaego, se
encontrd la presencia de sesquiterpenlactonasnkgt oxhidrilos fendlicos y dobles enlaces

en todos los extractos, como se muestra en la Tdbla
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Tabla IV. Identificacién quimica de grupos funcitesa

Pruebas Acetonico | Etandlico | Metandlico
Esteroles y triterpenos + + +
Esteroles y metilesteroles - + +
Alcaloides - + +
Sesquiterpenlactonas + + +
Lactonas + + +
Oxhidrilos fendlicos + + +
Grupo carbonilo + - +
Coumarinas - + +
Doble enlace + + +

6.4 Cinéticas de crecimiento

Se realizaron las cinéticas de crecimientddaistolytica G. lambliay T. vaginalis para
determinar la fase logaritmica, es decir el purgindo de crecimiento que indica que hay
mayor numero de trofozoitos. Observamos @uehistolytica presenté un tiempo de
generacion de 6.29 h y tiempo de duplicacion dé B,3or lo que a las 72 h se encuentra en
su fase exponencial (Figura 10). Sin embaftgolambliay T. vaginalistienen un tiempo de
generacion mas corto 7.00 y 5.82 h respectivamelds tiempos de duplicacion 4.83 y 4.01

h, por lo que su fase exponencial se reduce a(Bgjtiras 11y 12).
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Figura 10. Cinética de crecimiento Behistolytica

14 |

10

NUMERO DE TROFOZOITOS/mL

0 24 48 72 96 120
HORAS

Figura 11. Cinética de crecimiento @elamblia
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Figura 12. Cinética de crecimiento Bevaginalis

6.5 Evaluacioén de la actividad de los extractos d& aromaticum

Se evaluaron los extractos acetonico, etanodlicoeyandlico deS. aromaticuma una
concentracion de 150 pug/ml sobre los cultivosEddnistolytica G. lambliay T. vaginalis
Determinamos que el extracto acetonico presentairestividad inhibitoria contra los tres

parasitos (Figuras 13, 14 y 15).
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Figura 15. Actividad de los extractos 8earomaticunsobreT. vaginalis

6.6 Particion del extracto aceténico

De acuerdo a los resultados obtenidos, se decahajar con el extracto aceténico ya que
mostro mayor actividad bioldgica, el cual fue paothado con hexano y obtuvimos dos
fracciones: soluble e insoluble en hexano. Evalshaactividad antiprotozoaria de ambas
partes a una concentracion de 150 pg/ml y observayue la fraccion soluble en hexano
presentd mayor actividad contia histolytica(Figura 16) yG. lamblia (Figura 17) y ambas

fracciones mostraron actividad tricomonicida (FayuB).
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Figura 18. Actividad de las particiones del exwaatetdnico sobr€. vaginalis

6.7 Fraccionamiento de la parte soluble del extractacetdnico

Segun los resultados obtenidos, la parte soluldepgoviene del extracto acetdnico $le
aromaticumes la fraccibn que presenta actividad contra les parasitos, por lo que se
fracciond mediante cromatografia en columna obiteltiel50 fracciones, las cuales fueron
agrupadas en 9 fracciones colectivas (Figura 1®ev@alud cada fraccion a la concentracion
de 150 pg/ml contra los tres parasitos, observandola mayor actividad la presenta la

fraccion colectiva 1 (Figuras 20, 21y 22).
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Figura 19. Cromatografia en capa fina de las foexas obtenidas
de la cromatografia en columna de extracto aceia@es. aromaticum
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Figura 22. Actividad de las fracciones colectivakektracto acetonico d& aromaticum
sobreT. vaginalis

6.8 Espectro Infrarrojo de la fraccion colectiva

El espectro IR de la fraccion colectiva 1 (FiguB), 2resenta sefiales caracteristicas del

grupo hidroxilo (-OH) el cual se muestra con unadaaancha y de baja intensidad en
3415.82 crit, de grupo metilo (-Ck) mostrando una sefial en 2956.24gyrconfirmada por
la sefial a 1456.03 ¢ de grupo metileno (-CHi con la sefial a 2925.73 énmsiendo
confirmada con las sefiales a 1381.04 y 1357.4%, del grupo carbonilo (C=0) con una
banda de baja intensidad a 1717.05'cta sefial a 1632.07 ¢htorrespondiente a la tensién
de C=C, el estiramiento de -CO se muestra conflal 5€1035.49 crhy la sefial a 887.08 ¢m

! es la flexion de —CH.
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Figura 23. Espectro IR de la fraccion colectiveellaktracto

acetonico d&. aromaticum

6.9 Separacion de la fraccion colectiva

Se observd que la mayor actividad la presentdaecion colectiva 1, proveniente del

extracto aceténico des. aromaticum por lo tanto se decidié fraccionarla mediante

cromatografia preparativa y obtuvimos 4 fracciof(fégura 24), a las cuales denominamos

fracciones secundarias.
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Figura 24. Cromatografia preparativa de la fraccidliectiva 1 del extracto
aceténico dé&. aromaticum

Cada fraccion secundaria fue evaluada a una caacént de 150 pg/ml, contra los tres

parasitos y se encontré que la fraccion colectivaugstra mayor actividad antiparasitaria

(Figuras 25, 26 y 27).
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Figura 25. Actividad de las fracciones secundat@®xtracto acetonico d&

aromaticumsobreE. histolytica
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6.10 Concentracion Inhibitoria Media (Clso) de los extractos y fracciones con mayor

actividad antiparasitaria

Se determind la GJ del extracto acetonico d8. aromaticum particion 1, fraccion
colectiva 1y la fraccion secundaria 2, ya que estos mostmarayor actividad contra los tres
parasitos y los resultados se muestran en la Mabla

Tabla V. Cky del extracto y fraccion con mayor actividad sdbeetres parasitos.

Parte evaluada E. histolytica G. lamblia T. vaginalis

EXx. acetlnico 148.15 ug/ml 153.56 pg/ml  153.70 pg/ml
FS2 32.67 pg/ml 85.20 pg/ml 51.92 pg/ml
Metronidazol 0.13 pg/ml 0.22 pg/ml 0.06 pg/ml

6.10 Andlisis espectréscopico de la fraccion seclarth 2

El perfil cromatogréfico de la fraccion secund&iproveniente del extracto acetoénico de

S. aromaticum  muestra la presencia de los compuestos: 4,4,8-

trimetiltriciclo[6.3.1.0(1,5)]dodecano-2,9-diol, ido hexadecanoico y 6xido de cariofileno
(Figura 28).
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4,4,8-trimetil triciclo[6.3.1.0(1,5)]dodecano-2,%H

Acido hexadecanoico

Oxido de cariofileno

Figura 29. Estructuras de los compuestos presentksfraccion secundaria 2 obtenida del

extracto aceténico d&. aromaticum

47



7. DISCUSION

Las enfermedades parasitarias representan un amp@mproblema de salud, debido a los
altos indices de morbo-mortalidad mundial, ya gue@can devastadores efectos indirectos
sobre la poblacion afectada. Las parasitosis masugwes son amibiasis y giardiasis, las
cuales afectan al aparato digestivo, ademas diedanoniasis que es segunda enfermedad de
transmision sexual mas frecuente en México (Epidemgia SS, 2004).

El farmaco de primera linea para tratar estas mwe@ades es el metronidazol; sin
embargo, se ha reportado que presenta un alteidditoxicidad en el individuo y conlleva a
malas interacciones con esteroides y antipirét{Ggral et al, 1982) y se han observado
casos de resistencia @mtamoeba histolyticaGiardia lambliay el Trichomonas vaginalis
frente a este medicamento (Upcroft, 1990; Orozd&®22Dunne, 2003). Se ha encontrado que
algunos parasitos segregan una proteina que puederiar como un mecanismo de defensa
del parasito a la accién de algunos medicamento<. Fhistolyticase han descrito varios
genes de multirresistencia a drogas que codificara mlicoproteinas presentes en la
membrana del parasito y que son los encargadosouhbddar la droga del citoplasma al

exterior (GOomeet al, 1999).

Por lo tanto, existe la necesidad de nuevos tratasios altamente eficaces y de baja
toxicidad, debido a este problema la OMS considdeafitoterapia dentro de sus programas
de salud y sugiere la aplicacién procedimientogcbagara la validacién de farmacos a partir
de plantas (OMS, 1991).

Actualmente en América Latina, la medicina tradieiorepresenta una opcién importante
de respuesta ante las necesidades en el areaude(Najendaet al, 2001). Sin embargo, el
conocimiento de las propiedades farmacéuticas ydestas plantas en el tratamiento de

diversas enfermedades esta registrado desde anie#ietjada de los espafioles.

Existen evidencias del uso de plantas medicinalegignen propiedades antiparasitarias y

no representan riesgos toxicos para el usuario.ladDenisma manera, se han aislado
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compuestos bioactivos de éstas plantas con las asistaracteristicas de seguridad y
eficiencia. En este proyecto se eligié trabajar @dmoton seco denominado clavo de la planta
Syzygium aromaticumiebido a los antecedentes cientificos que respaldactividad contra

otros parasitos, ademas de contribuir a los edwatimbotanicos de esta planta.

Los extractos acetdnico, etandlico y metandlico Slearomaticumfueron obtenidos
mediante agitacion constante a temperatura ambigatesta manera nos aseguramos extraer
los compuestos sin alterarlos o descomponerlos efiectos de la temperatura. Existen
reportes de otras técnicas para extraer aceitexialss y compuestos que se encuentran
presentes eB. aromaticuntomo hidrodestilacion y arrastre de vapor, sinangd presentan
algunas desventajas ya que al realizarse en prasgm@gua y a altas temperaturas, puede
provocar reacciones que favorecen la formaciontdes @ompuestos (Guenther, 1942). El
mayor rendimiento obtenido fue 24.50% del extraaetdnico, 3.33% del extracto etandlico
y 6.21% del extracto metandlico.

Se realizaron algunas pruebas quimicas para ldifidacion de grupos funcionales que
estaban presentes en cada uno de los extractdS. ggomaticum encontrando pocas
diferencias entre cada uno de ellos, esto se d&bsimilitud de polaridades de los solventes
utilizados en la extraccion. Sin embargo, obsensarlos extractos etanolico y metandlico
la presencia de esteroles, alcaloides, lactondmsdmios fenodlicos y cumarinas, mientras que
en el extracto acetonico notamos la presencia téeodss, lactonas, oxhidrilos fendlicos y la
ausencia de alcaloides y cumarinas. Estudios meévan reportado la composicién quimica
de S. aromaticumla cual consta principalmente de aceites esaxilen menor cantidad
sesquiterpenos, flavonoides, esteroles, triterpeaicaloides (Sristavat al, 2005, Bhuiyaret
al., 2012). Sin embargo se debe tomar en cuentaaggenhposicién quimica de la planta
puede diferir de acuerdo a las partes usadas mlarita, asi como la temporada de cosecha y
zona geogréfica.

Las cinéticas de crecimiento de cada parasito aleaeon para conocer las condiciones
del in6culo, asi como el tiempo necesario paranastirofozoitos en fase logaritmica, de esta
manera se determino un tiempo de duplicacion dé414 pareE. histolytica 4.83 h pards.
lambliay 4.01 h pard. vaginalis un tiempo de generacion de 6.29 h, 7 h y 5.8arhp.
histolytica G. lambliay T. vaginalis respectivamente. Por otro lado, se definio tarito e
in6culo como las horas de incubacidon necesariaa pbhtener cada cultivo en la fase
exponencial y por lo tanto, en las mejores condesdisioldgicas para desarrollar las pruebas

bioldgicas. Los resultados obtenidos de tiempoafeeacion y duplicacion, son similares a
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los que ya se han reportado de cada parasito @KeE983; Saickt al. 1988; Castreet,
1996).

Una vez conocido el inéculo y el tiempo de incubaajue requiere cada parasito para su
Optimo crecimiento, se evalué la actividad de kisaetos acetonico, etandlico y metandlico
del clavo contréE. histolytica G. lambliay T. vaginalis en donde observamos diferencias
entre los extractos y la actividad antiparasitaniastrada frente a cada protozoario. Es
importante sefialar que todos los extractos obterdé®. aromaticunpresentaron actividad
contra los tres parasitos, sin embargo el extracaionico fue el mas eficaz y consgCidle
148.15 pg/ml par&. histolytica, 153.56 pg/ml pards. lambliay 153.70 pg/ml pard.

vaginalis

Los resultados obtenidos en este trabajo, se aomelan con estudios anteriores
realizados con otras especies pertenecientesamiifidf Myrtaceae las cuales han mostrado
actividad contra estos tres parasitos, como ekeceiMelaleuca alternifoliaque presento
efecto tricomonicida (Pena, 1962), el extracto Ridium guajavaque actiua contrd.

histolyticacon una G, de 62.5 pg/ml (Tonat al, 1998).

El extracto metandlico del tallo déucalyptus camaldulensimhibe el 98.3% deE.
histolytica con 250 mg/ml (Barroret al, 2009), el extracto acuoso de esta planta con una
concentraciéon de 2000 mg/ml elimina el 100% delivulde G. lamblia (Al-kaissi, 2010) y
Myrtus communigon Ckp de 60 pg/ml contr&. lambliay una Céy mayor a 300 pg/ml para
inhibir el crecimiento d&. histolytica(Bader and Mosleh, 2008). De esta manera obses/amo
que las Gy que obtuvimos del extracto acetonicoSlearomaticumse encuentran dentro de
un rango aceptable a lo que ya se ha reportadoespecto a otras plantas pertenecientes a la
familia Myrtaceae

Ademas se ha reportado que los extractos acuosdesdeojas deM. communisy E.
camaldulensis(Mahdi et al, 2006), el extracto metandlico (Abdollalet al, 2004), el
extracto etandlico de esta Ultima planta preseatéinidad contral. vaginalis(Youseet al,
2012). Existe el reporte que con 12.5 mg/ml detaexd de acetato de etilo obtenido Ele
camaldulensisse logro inhibir el 100% del crecimiento de logfdeoitos deT. vaginalis
(Hassanet al, 2012).

Se decidié fraccionar el extracto acetonico debédamue presento mayor actividad
antiparasitaria y menor §lcon respecto a los otros extractos, por lo quezasaos lavados

con hexano y encontramos que la actividad se miangenla parte soluble. Posteriormente se
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realizd un fraccionamiento usando cromatografiacelumna y se monitoreo mediante
cromatografia en capa fina, de esta manera agrigpdasofracciones obtenidas las cuales
denominamos fracciones colectivas. Cada fraccifectiva se probd contra los tres parasitos
y la fraccién colectiva 1 mostrO mayor actividacdosoE. histolytica G. lambliay T.

vaginalis en comparacion con las demas fracciones.

Dicha fraccion colectiva se sometié a un analisi®spectrometria infrarroja para conocer
los grupos funcionales presentes en la fracci@sddiales obtenidas corresponden al grupo
hidroxilo (-OH) a 3415.82 cih grupo metilo (-CH) a 2956.24 cr y confirmada por la
sefial a 1456.03 ¢t grupo metileno (-Ch) a 2925.73 ci confirmandose con las sefiales a
1381.04 y 1357.49 cih la sefial a 1632.07 ¢mcorresponde a la tensién de C=C, el
estiramiento de -CO se muestra con la sefial a 493%n' y la sefial a 887.08 ches la
flexién de -CH.

De acuerdo con los resultados obtenidos en labasuge actividad biologica, se procedio
a fraccionar la fraccion colectiva 1 mediante crtmgeafia preparativa, en donde se
obtuvieron 4 fracciones a las que denominamos slecias, cada fraccion se probd contra los
tres parasitos y observamos que la fraccion secianBlgresentd mayor actividad conia
histolyticay T. vaginaliscon una Gy de 32.67 y 51.92 pg/ml respectivamente, sin entbarg
paraG. lambliase obtuvo una GJ de 85.20 pg/mi.

Una vez que se detectd la fraccidon activa, sezi@aln andlisis espectroscépico de la
fraccion secundaria 2. El andlisis fue hecho encramatografo de gases, obteniendo la
identificacion de los compuestos presentes emalzidn secundaria 2 y observamos que los
compuestos de mejor calidad s@dm,8-trimetil triciclo[6.3.1.0(1,5)]dodecano-2,9-wl, el
acido hexadecanoicy 6xido de cariofilena

Estudios previos sobi®. aromaticurnindican que esta constituido quimicamente por los
aceites esenciales: limoneno, eucaliptol, 2-heptaoetato, metil salicilato, cavicol, benzil
acetato, cariofileno, capaeno, aloaromadendrenanaggeno D,a-guaieno, 3-(1-metiletil)
acido benzoico, &-cadineno, 1-etil-3-nitrobencenopxido de cariofileng elixeno,
(E)(Z2)megastigma-4,6,8-trieno, o-farneseno, 1,2,2,4,4a,7-hexahidro-1,6-dimetil-4(1-
metiletil)naftaleno, 1,2-dimetil-3,5-bis(1-metil@igciclohexano, B-acetoxi-3,5,8-
trimetiltriciclo[6.3.1.0(1,5)]dodec-3-eno, 4-metile-1-metil-2-(2-metil-1-propen-1-il)-1-
vinilcicloheptano, a-amorfeno, 12-oxabiciclo[9.1.0]dodeca-3,7-dieng3,&tetrametil, (+)-
cicloisosativon, tetraciclo[6.3.2.0(2,5).0(1,8)jecan-9-ol,4,4-dimetil, 2',3,4
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trimetoxiacetofenona, benzil benzoato, escualenwuifigin et al, 2010; Bhuiyan, 2012).
También se han reportado 2-heptanais-pf-ocimeno, 2-nonanona, gualteriaol, 2-
acetoxidodecano, 2-undecanona, aceteugenokcubebeno, 2-etenil-1,1-dimetil-3-

metilciclohexano los cuales fueron extraidos pdrddestilacion (Roudhet al, 2012).

Otro estudio dé&. aromaticumieporta la presencia de 1,1-dietoxipentano, ace@moico
etil ester, 1,1,3-trietoxipropano, acido ciclohexearboxilico 2-hidroxi etil ester, 6-acetit
D-manosa, 4-(2-propenil)-fengd;allil-anisol, (S)-acido butanedioico hidroxi, 2-tori-3-(2-
propenil)-eugenol fenol, copaeno, 1,2,3,5,6,8a-hieka-4,7-dimetil-1-(1-metiletil)-(1S-cis)-
naftaleno, 2’,3'4’ trimetoxiacetofenona, 2,5-acidctadecadinoico metil ester, (E)(E)2,6,10-
dodecatrieno-1-ol,3,7,11-trimetil-acetato, 1,285,6,8a-octahidro-4a,8-dimetil-2-(2-
propenil)-1-naftalenol, 1,2-acido  bencenodicarbomil butil octil ester, 4,4,8-
trimetiltriciclo[6.3.1.0(1,5)]dodecano-2,9-dio)] n-acido hexadecanoico, (Z,2)-9,12-acido
octadecadienoico, acido octadecanoico, isoetiloddde, acido tetradecanoico hexadecil ester,
pregn-5-en-20-0no, 3-(acetiloxi)-16,17-epoxi-6-ridti,160), acido 1,2-
bencenodicarboxilico diisoctil ester, acido hexaaeico octadecil ester, (Z)-9-acido
octadecenoico, acido hexadecanoico hexadecil dstdro del extracto etanolico (Herata
al., 2010).

Por lo tanto, observamos que los compuestos gae petsentes en la fraccion secundaria
2, ya se encuentran reportados en otros estudsosnjgortante sefalar que los compuestos
presentes en dicha fraccibn que mostr6 mayor dativantiparasitaria fueron obtenidos a
partir del extracto acetonico, como el triciclosetrpeno 4,4,8-
trimetiltriciclo[6.3.1.0(1,5)]dodecano-2,9-diol delial existe el antecedente de que se obtuvo
de un extracto etandlico d&. aromaticum(Hemaet al, 2010), de igual manera se ha
encontrado en otras plantas corRbiytidium rugosum(Ling-he and Jin-zhong, 2008),
Artemisia annud.. (Brown, 2010). Por otro lado, ademas de esteptesto se han aislado el
acido hexadecanoico y oxido de cariofilendG#essia unifloray Synedrella spa los cuales se

les atribuye propiedades aleloquimicas (GhayalCGindnal, 2011).

Cabe resaltar que no existen reportes de actividattak. histolytica G. lamblia lamblia
y T. vaginalisde los compuestos 4,4,8-trimetiltriciclo[6.3.1.8)]ldodecano-2,9-diol y acido
hexadecanoico, pero si se ha reportado la activgladdicida del 6xido de cariofileno
(Machadoet. al, 2010). Existen antecedentes que los principaegonentes de los aceites
esenciales con actividad antiprotozoaria son mopet®s (linalol, terpinen-4-ol, timol,

carvacrol, citral, limonenog-pineno, y-terpineno,a-felandreno yp-cimeno), sesquiterpeno
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(B-cariofileno, nerolidola-copaeno, cipereno y germacreno D) y fenilpropagmi@ugenol,
metil cavicol y cinamaldehido); de manera genesth actividad se debe al caracter lipofilico
de su esqueleto de hidrocarbonos y al caracteofilido de sus grupos funcionales (Monzote
et al, 2012).

Por lo tanto, se sugiere que los aceites esencaleden actuar contr&. lamblia
provocando cambios en la viabilidad y adherencitoddrofozoitos, ademas de alteraciones
en el citoesqueleto, ruptura de la membrana plasandébido a la baja osmorregulacion, asi
como deformaciones en la parte dorsal y ventralodetrofozoitos, internalizacién de los
flagelos y existe la presencia de precipitados| eit@lasma y en el nlcleo (Machadball,
2011; Monzoteet al, 2012; Péreet al, 2012).
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8. CONCLUSION

De los extractos obtenidos &e aromaticumel que presentdé mayor rendimiento fue el
extracto acetonico 24.50%, de los extractos etam@}i metandlico solo se obtuvo
3.33% y 6.21% respectivamente.

En la identificacion de grupos funcionales, los passtos encontrados fueron
esteroles, alcaloides, lactonas, oxhidrilos few8liocy cumarinas en los extractos
etandlico y metandlico, mientras que en el extraxetonico encontramos esteroles,
lactonas, oxhidrilos fendlicos, a diferencia dedt®s extractos observamos la ausencia

de alcaloides y cumarinas.

Obtuvimos los parametros de crecimiento como edieshpo de duplicacion y
generacion d&. histolytica G. lambliay T. vaginalis observando que son semejantes a
lo reportado en la literatura, con esto aseguragnedos cultivos estuvieran en optimas

condiciones.

Los extractos acetonico, etandlico y metandliccisdaromaticunmmostraron actividad
contraE. histolytica G. lambliay T. vaginalis.Sin embargo, el extracto acetonico
demostré ser mas efectivo contra los tres parasitngespecto a los extractos etandlico
y metandlico, obteniendo un 4glde 148.15 pg/ml park. histolytica 153.56 pg/ml
paraG. lambliay 153.70 pg/ml parad. vaginalis

El fraccionamiento del extracto acetonico obterdd®. aromaticunfue biodirigido de
acuerdo a la actividad que mostro frente a cadaspar Por lo que se realizdé una
particion con hexano, obteniendo 2 fracciones sidadnas efectiva la particion 1 que
es la parte soluble en hexano.
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» Al fraccionar la particion 1, se obtuvieron 9 frexxtes colectivas y de estas, la fraccidon
colectiva 1 mostr6 buena actividad contra los paggsitos, por lo cual se fracciono y se

obtuvieron 4 fracciones secundarias.

» La fraccién secundaria 2 resultd ser la mas aciivdra los tres parasitos, sin embargo,
se encontr0 que pai&a. histolyticala concentracion inhibitoria media es menor con
respecto a las obtenidas contra los otros dosifmalsa Cky es de 32.67 ug/ml paka

histolyticg 85.20 pg/ml par&. lambliay 51.92 pg/ml pard. vaginalis

* En el analisis espectroscopico de la fraccidon ntéisaa(secundaria 2) se encontraron
los compuestos: acido hexadecanoico y 6xido defderio, los cuales ya han sido
reportados en S. aromaticum  ademas el compuesto 4,4,8-
trimetiltriciclo[6,3,1,0(1,5)]dodecano-2,9-diol, ldeual solo se cuenta con un reporte en

fechas recientes.

» La actividad amebicida y tricomonicida de estos po@estos no se encuentra reportada,

excepto la actividad giardicida del 6xido de caledio.
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