UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIPROTOZOARIA
IN VITRO DE LOS DERIVADOS DEL EXTRACTO
METANOLICO DE LAS FLORES DE Chiranthodendron
pentadactylon Larreat (Sterculiaceae).

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA
PRESENTA:
ANGELICA SOLIS CRUZ

‘(\ /T MEXICO, D.F. 2009

N —



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS.

A la Universidad Nacional Auténoma de México y a los miembros de su
comunidad por hacer realidad mis suefos y aspiraciones como profesionista
dandome una educacion de calidad y la oportunidad de ser una mejor
persona.

A la Facultad de Quimica y sus profesores por compartir generosamente sus
conocimientos y brindarme todas las facilidades a lo largo de estos afos de
formaciéon académica.

Al Dr. Fernando Calzada Bermejo, jefe de la Unidad de Investigacién Médica
en Farmacologia de Productos Naturales de la UMAE Hospital de Pediatria
CMN S XXI IMSS, por brindarme todos los recursos, asesoria y paciencia en
la realizacion de esta tesis.

A la B. Amparo Tapia y a la Dra. Lilian Yépez de la Unidad de Investigacién
Médica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias de la UMAE Hospital de
Pediatria CMN S XXI IMSS, por su apoyo en las determinaciones de la
actividad antiprotozoaria.

Al Dr. Rogelio Gregorio Pereda Miranda y al Dr. José Fausto Rivero Cruz por
su tiempo y comentarios que lograron enriquecer esta tesis.

A mi familia por todo su amor y apoyo incondicional.

A todos ustedes gracias



DEDICATORIAS

A mi Madre: Lourdes Cruz

Todo lo que soy, te lo debo a ti y atribuyo todos mis éxitos en esta vida a tus
enseflanzas. Te quiero eternamente.

A mi Padre: Juan Manuel Solis

Gracias por darme el ejemplo de trabajo y constancia, no lo hubiera logrado
sin tu apoyo y proteccidn.

A mis hermanos: Juan Manuel y Alejandra

Los quiero mucho y doy gracias a la vida porque son unas maravillosas
personas con las que siempre contare

A mi sobrina: Quetzalli Odett

Tu nacimiento vino a iluminar mi vida eres una personita muy especial.
A mi cufiada y su padre: Anahid y Mario

Gracias por ser parte de esta familia los estimo mucho.

A todos mis amigos, pero especial a Silvia, Jonathan, Deny, Idalia, Erick,
Hector y Juan.

Por su amistad y compafiia en la Facultad. Nunca voy a olvidar las
experiencias que vivi junto a ustedes.



INDICE.

Lista de @breVIatUIas. .. ... ... e e et e e e et e e e e e e i
[ = W o [ o U =T [ 1 TP Y
IS 7= W0 [ 0 U= T %
(IS 7= W0 [T =1 07 L Vi
RO SUMIBN . L. e e e e e e e e vii
| INTRODUGCCION.......ctutitittteitsett ettt sttt ettt 1
[ MARCO TEORICO ...ttt ettt ettt e ettt e e e st e e e e e nnnnnaeeeas 5

II.1 Generalidades de la diarrea y de la disenteria..........ccccccceeeeeieiiiiiiiicciiiiiiiiiee, 5

[1.2 Entamoeba histolytica como agente causal de diarrea con

SANQIE (AISENTEIIA) ....ciieieeieeeeeeeieit et a s e e e e e e e e e e s eeeeseeeneaenes 7
I1.3 Giardia lamblia como agente causal de diarrea persistente y crénica............ 10
I1.4 Farmacos utilizados para tratar la amibiasis y la giardiasis ..............ccccvveeee.. 12
I1.5 Generalidades de Chiranthodendron pentadactylon Larreat.......................... 16
TR IE S (07X [0 ] N T 22
IV PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ...t 23
V OBJETIVO GENERAL ..ottt e e e e e e aeees 24
V.1 ODjJetiVOS €SPECITICOS ..ottt s 24
VI HIPOTESIS ..ottt e e e e e et et e e e e e e tb e e e e eeee 24



VIEMETODOLOGIA ...ttt ettt ettt ettt en e ane e 25

VII.1 Preparacion del extracto metandlico de las flores de Ch. pentadactylon.....25

VI1.2 ENSAYO0S DIOIOGICOS ...ttt 25
V12,1 PrOtOZOAITOS. ... .ttt e e e e e s 25

VII.2.2 Determinacion de la actividad antiprotozoaria ...........cccceeeeeeeenneeee 25

VI1.3 ANAliSiS CromatOgrafiCOS........couiiiiiiiiiiiiiiii e s 26

VII.4 Fraccionamiento del @XracCto ...........coooiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 27

VIL5 Identificacion del B-SitOSLErOl............uueiiiiiiiiiiiie e 29

VII.6 Aislamiento e identificacion del tilir0SidO...........cooooiiiiiiiiiiiiiiieeee e 29

VII.7 Aislamiento y purificacion de astragalina y la isoquercitrina.............c.......... 30

VI1.8 Fraccionamiento de la fraccion primaria F6.............ccccoeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinn, 30

VI RESULTADOS ...ttt ettt e e ekttt e e e e skt e e e e e e nnbb b e e e e e s e nnsneees 34
IX DISCUSION DE LOS RESULTADOS .....ooouiieieeieeeeeeeeeete et ee ettt 36
X CONCLUSIONES ...ttt ettt e et e e e et e e e e e s nnbbaeeeae s 41
XIEBIBLIOGRAFIA ..ottt ettt e e e e e e e e e e ettt e e e e e s ente e e e e e s nnsnreaeeens 42



Lista de abreviaturas

AcOEt

Ac.
CH;COOH
HCOOH
H,SO0. (10%)
H.0O

B

cm

CMN S XXI
NaCl

et al.,

CCF

CCFP

CCA

Clso

CLAR
DMSO
F1/F10
FS1/FS8

G

Glu

Acetato de etilo

Acido

Acido acético

Acido formico

Acido sulfarico al 10%

Agua

Beta

Centimetro

Centro Médico Nacional Siglo XXI
Cloruro de sodio

Colaboradores

Cromatografia en capa fina
Cromatografia en capa fina preparativa
Cromatografia en columna abierta
Concentracion inhibitoria 50
Cromatografia de liquidos de alta resolucion
Dimetilsulfoxido

Fracciones primarias uno a diez
Fracciones secundarias uno a ocho
Glucoronido

Glucosa

Grado centigrado



IMSS
IMSSM
INEGI

Kg

M. en C.

MeOH

Mg
pg/mL
ML

mg
mg/Kg
mg/mL
mL
mL/min
mm
min
nm

%

uv

Gramo

Horas

Instituto Mexicano del Seguro Social
Herbario Instituto Mexicano del Seguro Social México
Instituto Nacional de Estadistica Geografia e Informatica
Kilogramo

Litro

Maestra en Ciencias

Metanol

Metro

Microgramo

Microgramo por cada mililitro
Microlitro

Miligramo

Miligramo por cada kilogramo
Miligramo por cada mililitro

Mililitro

Mililitro por cada minuto

Milimetro

Minuto

Nanometro

Porciento

Ultravioleta



Lista de cuadros
Cuadro 1. Algunos compuestos utilizados en la terapéutica obtenidos de las
plantas MediCINAIES .......cccooiii i 2

Cuadro 2. Compuestos con utilidad terapéutica recientemente introducidos en el

mercado que son obtenidos a partir de plantas medicinales.............cccceeeeenn... 3
Cuadro 3. Farmacos utilizados en el tratamiento de la amibiasis y la giardiasis............. 14
Cuadro 4. Compuestos aislados de Ch. pentadactylon...............coeevvviviiiiiiiiiiiinineneeeeen, 19

Cuadro 5. Agentes cromoégenos utilizados para los analisis cromatograficos

BN CAPA FINA e 27
Cuadro 6. Resumen del fraccionamiento mediante CCA del extracto.........c..ccevvvuvevnenn. 28

Cuadro 7. Resumen del fraccionamiento mediante CCA de la fraccion primaria F6...... 31

Cuadro 8. Programa de elucion utilizado en la CLAR para separar la fraccion FS3 ...... 33

Cuadro 9. Actividad antiprotozoaria de las fracciones primarias del extracto ................ 34

Cuadro 10. Actividad antiprotozoaria de [0S COMPUESLOS PUIOS ......eevvvvrrrvniiiiiiieeeeeeeenn 35

Lista de figuras

Figura 1. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica .............ooooiiiiiiiiiiiiiii e 9
Figura 2. Ciclo de vida de Giardia lamblia..............ciiiiiiiiiiie e 11
Figura 3. Chiranthodendron pentadactylon Larreat ... 17



Lista de graficas

Grafica 1. Actividad de las fracciones primarias sobre E. histolytica ............ccccceeeeeeenn. 37
Grafica 2. Actividad de las fracciones primarias sobre G. lamblia ..., 37
Gréfica 3. Actividad antiamibiana de [0S COMPUESLOS PUIOS ........ccccvvvvvviiiriiieeieeeeaeeeenn. 38
Gréfica 4. Actividad antigiardia de |0S COMPUESLOS PUIOS ......cceeveeiiiviiiiiiiiiiiieeeeeeeaea e 39

vi



Resumen.

Se realiz6 el estudio fitoquimico biodirigido del extracto metandlico de las flores de la

especie Chiranthodendron pentadactylon.

Como técnicas de separacion y purificacion se emplearon: la cromatografia de
adsorcion en columna abierta, la cromatografia en capa fina preparativa y la

cromatografia liquida de alta resolucion.

Lo anterior permitio el aislamiento y la identificacion de seis compuestos, cinco
flavonoides que fueron identificados como: tilirosido, (-) epicatequina, (+) catequina,
astragalina, e isoquercitrina; y de un esterol: el B-sitosterol. La caracterizacion de estos
compuestos se llevd a cabo mediante cocromatografia en capa fina empleando
muestras de referencias disponibles en el laboratorio y por la determinacion de su

punto de fusion mixto.

Se llevo a cabo la evaluacion de la actividad antiprotozoaria de las fracciones primarias
y de las fracciones secundarias, asi como de los compuestos puros aislados del
extracto metandlico, sobre dos protozoarios causantes de diarrea: Entamoeba

histolytica y Giardia lamblia.

La (-) epicatequina resulté ser el compuesto con mayor actividad antiamibiana y

antigiardia con una Clsg de 1.9 pg/mL y 1.6 pg/mL, respectivamente.
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| INTRODUCCION

Desde la antigiedad el hombre se fue capacitando para determinar que plantas
poseian valor alimenticio y cuales debian ser evitadas por su mal sabor o toxicidad, a lo
largo de esta actividad empirica fueron descubiertas las propiedades curativas de
ciertas plantas, que una vez aprendidos fueron tan importantes como para ser
olvidados. La especificidad de las plantas usadas y su forma de administracion para
una enfermedad en particular fueron transmitidas oralmente y de forma escrita. En
consecuencia por siglos el hombre ha usado con éxito las plantas para prevenir,
controlar y curar enfermedades (Evans, 1991; Balunas y Kinghorn, 2005).

Inicialmente las plantas se usaron en forma de tinturas, infusiones, cataplasmas, polvos
y otros preparados. Méas tarde el conocimiento de las plantas medicinales progreso
hasta aislar y caracterizar los compuestos responsables de la actividad bioldgica,
algunos de los cuales en la actualidad son empleados como principios activos en
diversos medicamentos de la terapéutica internacional. Por ejemplo, la morfina 1
(Cuadro 1) aislada de Papaver somniferum es un potente analgésico; la quinina 2 y la
artemisina 3 son compuestos antipalidicos aislados de Cinchona succirrubra y
Artemisia annua, respectivamente. La emetina 4 aislada de Cephaelis ipecacuana y la
glaucarubinona 5 obtenida de Simarouba glauca son agentes antiamibianos (Balunas y
Kinghorn, 2005; Raskin et al., 2002; Mata y Rivero, 2000; Velazquez, 2006).

En la actualidad, las plantas son muy utilizadas para prevenir, tratar y curar
enfermedades en el hombre, especialmente en los paises en desarrollo, donde la
mayor parte de la poblacién continua dependiendo de sus remedios herbolarios como la
base de su terapéutica. Se estima que aproximadamente del 64% al 80% de la

poblacion mundial hace uso de las plantas medicinales para resolver sus problemas de

1



salud. También, en los paises industrializados las plantas medicinales tienen una gran
importancia como fuente de nuevas sustancias con utilidad terapéutica como lo muestra
la introduccion al mercado, de algunos medicamentos cuyo principio activo tiene su
origen en los vegetales.

Cuadro 1. Algunos compuestos utilizados en la terapéutica obtenidos de las plantas
medicinales.

quinina 2

CHs

N

artemisina 3

glaucarubinona 5




Por ejemplo: el arteéter 6 (Cuadro 2), compuesto antipaludico derivado de la artemisina
3; la galantamina 7 aislada de Galanthus woronowii, utilizada en el tratamiento del
Alzheimer; la nitisinona 8 empleada para tratar la tirosinemia, la cual es una
modificacion de la mesotriona 9 un herbicida aislado de Callistemon citrinus y el
anticancerigeno taxol 10 obtenido de Taxus brevifolia, entre otros (Raskin et al., 2002;

Veladzquez, 2006; Kuklinski, 2000; Balunas y Kinghorn, 2005; Mata y Rivero, 2000).

Cuadro 2. Compuestos con utilidad terapéutica recientemente introducidos en el

mercado que son obtenidos a partir de plantas medicinales.

OCH,CH,

arteéter 6 galantamina 7 nitisinona 8 R=CF;

mesotriona9 R=SO,CH;

taxol 10




En todo el territorio nacional, desde la época prehispanica, el uso de las plantas
medicinales esta muy arraigado. Se estima que se cuenta con una riqueza vegetal de
aproximadamente 26,500 especies, ubicandolo en el cuarto lugar en biodiversidad a
nivel mundial, de dichas especies a cerca de 4000 (15%) se les atribuyen propiedades
medicinales. Es importante mencionar que a pesar del uso tan difundido de las plantas
medicinales son pocos los estudios quimicos y farmacolégicos dirigidos a la validacion
de sus propiedades medicinales que se les atribuyen. Se estima que alrededor del 5%
de estas especies tienen estudios quimicos y farmacologicos (Velazquez, 2006).

En este sentido, a partir de la década de los setentas varios grupos de investigacion en
México se han enfocado al estudio quimico y farmacoldgico de las plantas medicinales
con el objetivo de aportar evidencias que apoyen la validacion de las propiedades
medicinales de nuestra flora. Por lo anterior, es importante continuar con el estudio de
la flora medicinal nacional y asi apoyar la busqueda de soluciones a los problemas de
salud de México. ElI conocimiento acerca de los productos derivados de la flora
medicinal podria contribuir al fortalecimiento de la industria farmacéutica nacional y a la

economia mexicana.



I MARCO TEORICO

[I.1 Generalidades de la diarrea y de la disenteria

La diarrea se define como un aumento de la frecuencia y una disminucion de la
consistencia de las evacuaciones, constituye un mecanismo de respuesta del
organismo ante un agente agresor, este Ultimo puede ser de naturaleza no infecciosa
(dietéticos, toxicos, psicosomaticos, inmunolégicos y hormonales) e infecciosa
(bacterias, virus y parasitos). En el caso de los agentes infecciosos se transmiten
habitualmente por la via fecal-oral, lo cual incluye la ingestion de agua y alimentos
contaminados con heces (Veldzquez, 2006; Kumate et al., 1994; Olarte, 1992).
Actualmente, las diarreas de origen infeccioso son las responsables de la muerte de
entre 3 a 4 millones de individuos en el mundo, la mayoria de los cuales son nifios
menores de cinco afios, aunque también afecta a adultos mayores (Farthing, 2002;
Lipsky, 2000). EI nimero de episodios de diarrea por persona al afio es en promedio de
3.5 para los menores de cinco afos, lo que significa aproximadamente entre 1.3 a 1.7
miles de millones de episodios de diarrea al afio (Herrera y Hernandez, 2002; Kumate
etal., 1994).

En México, la ultima cifra disponible en el Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e
Informatica (INEGI) en la base de datos de sus estadisticas vitales del afio 2005
reportaron 2363 muertes por enfermedades infecciosas intestinales (INEGI, 2005).

La diarrea se puede clasificar en los siguientes tipos: diarrea aguda, diarrea con sangre,
diarrea persistente y diarrea crénica. La diarrea aguda es la mas frecuente en el mundo
y en México, se caracteriza por un incremento en el numero de evacuaciones de

consistencia liquida, acompafada o no de fiebre y vomito.



Los dos agentes que se aislan con mas frecuencia son: Rotavirus y Escherichia coli
enterotoxigénica.

La diarrea con sangre es el resultado de la invasion inflamatoria de la mucosa del colén
debida a bacterias, parésitos y/o accion de citotoxinas. Puede haber dos formas: el
sindrome disentérico y el sindrome diarreico con sangre. El primero de ellos se
caracteriza por evacuaciones de escaso volumen, compuestas por poca materia fecal,
moco, sangre, en ocasiones pus, acompafada de colico abdominal, pujo, tenesmo y
fiebre; el segundo se asocia con evacuaciones de materia fecal liquida, estrias de
sangre, moco y poca afectacion al estado general.

La diarrea con sangre es ocasionada principalmente por: Shigella flexneri, Sh. Sonnei,
Sh. dysenteriae, E. coli enterohemorragica, E. coli enteroinvasiva, Salmonella
enteritidis, Yersinia enterocolitica y Entamoeba histolytica, entre otros.

La diarrea persistente es aquella que se inicia de forma aguda y se prolonga por mas
de 14 dias. Dentro de sus agentes causantes podemos mencionar a Giardia lamblia,
Ascaris lumbricoides y Necator americanus, entre otros.

La diarrea crénica con o sin mala absorcion intestinal es causada por diversos
mecanismos, a menudo simultaneos, tanto infecciosos como por intolerancia a
nutrientes (azlcares y proteinas) y desnutricion. Los agentes mas comunes
responsables de la diarrea cronica son G. lamblia y algunos helmintos (Herrera y

Hernandez, 2002; Kumate et al., 1994; Avila, 2006).



[I.2 Entamoeba histolytica como agente causal de diarrea con sangre (disenter  ia).
Entamoeba histolytica es un protozoario intestinal cuyo ciclo de vida (Figura 1) involucra
las fases de trofozoito (a), prequiste (b), quiste (c), metaquiste (d) y trofozoito
metaquistico. El quiste maduro es la forma infectante y se compone de una masa
esférica u ovoide con cuatro nucleos y una cubierta resistente. Los quistes son
expulsados en la materia fecal del portador y pueden permanecer viables por periodos
variables de tiempo (8 a 30 dias) en las heces, el agua, el aire y el suelo. Pueden
resistir el cloro a las concentraciones empleadas para purificar el agua, aunque pueden
ser destruidos con yodo a concentraciones de 200 ppm 0 a temperaturas superiores a
68T (Faust et al., 2003; Kumate et al., 1994).

Generalmente, la via de infeccion es la boca debido a que los alimentos y bebidas
pueden contaminarse con quistes de E. histolytica a través del agua, la manipulacion
por individuos infectados, deyecciones de moscas y otros insectos, condiciones
sanitarias no favorables, inadecuada eliminacion de excretas y otros aspectos que se
asocian a la pobreza y la marginalidad social (Faust et al., 2003).

Cuando el quiste llega a la boca y es deglutido pasa por el estomago y penetra en el
intestino delgado. El quiste es tan resistente que no experimenta cambios aparentes
mientras se encuentra en lugares en donde el medio es &cido, pero tan pronto como el
medio cambia a neutro o ligeramente alcalino adquiere una gran actividad y se debilita
la pared del quiste permitiendo que la amiba se libere. El citoplasma se divide en tantas
partes como nucleos tiene el quiste, dando lugar a 4 pequefias amibas o trofozoitos de

un solo quiste (Faust et al., 2003).



Los trofozoitos son la forma causante de la enfermedad y se propicia sélo cuando se
conjugan ciertos factores relativos al parasito (tipo de cepa, virulencia de las cepas,
magnitud del inoculo), el huésped (edad, sexo, estado nutricional e inmunolégico) y
factores ambientales. De otra manera, la persona puede permanecer como portador
asintomatico y no desarrollar la enfermedad.

El proceso de invasion amibiana se inicia con la adhesion del trofozoito a la mucosa
colonica y continda con la destruccion de la barrera intestinal por la produccion de
proteasas y otros factores que aun no han sido aclarados totalmente. El objetivo de E.
histolytica al invadir la mucosa del colon es alimentarse de sangre y tejidos, se ha
observado que necesita grandes cantidades de hierro y puede utilizar el presente en la
hemoglobina. Las lesiones son llamadas ulceras primarias y estan separadas por zonas
de tejido sano formando un ligero relieve con un centro puntiforme por el que sale moco
sanguinolento con vénulas necréticas y amibas, esto provoca la licuacion de las heces y
genera la llamada disenteria amibiana. La amibiasis es frecuentemente una infeccion
gastrointestinal, pero pueden ocurrir manifestaciones extraintestinales muy agresivas
como el absceso hepatico y en casos menos frecuentes, puede infectar érganos como
los pulmones, la piel y el cerebro lo que incrementa el interés por combatir a este
microorganismo (Kumate et al., 1994; Faust et al., 2003).

La disenteria amibiana tiene como sintomas: evacuaciones mucosanguinolentas, con
escasa materia fecal, acompafiada de cdélico abdominal, pujo y tenesmo. El diagnéstico
se establece en pacientes con evacuaciones mucosaguinolentas y sin fiebre, se
corrobora con la observacion de trofozoitos de E. histolytica en el moco fecal (Kumate

et al., 1994).



Figura 1. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica. a: trofozoito, b: prequiste, c: quiste,

d: metaquiste.



[1.3 Giardia lamblia como agente causal de diarrea persistente y cronica

Giardia lamblia es un protozoario flagelado (Figura 2) que puede existir como trofozoito
binucleado (a) o como quiste (b). La forma infectante es el quiste maduro que se forma
cuando las materias fecales liquidas, de un humano infectado, se comienzan a
deshidratar gradualmente en su transito hacia el colon. El quiste es resistente al medio
ambiente y puede sobrevivir en el agua varios meses (Faust et al., 2003; Kumate et al.,
1994).

La via de infeccidn es fecal-oral, de forma directa de persona a persona o a través de
agua y alimentos contaminados. Cuando el quiste se ingiere, los acidos estomacales lo
activan y una vez que llega al intestino delgado se lleva a cabo el proceso de
desenquistamiento que produce dos trofozoitos flagelados por cada quiste maduro, la
ingestion de solo 10 quistes causa infeccién. Cuando los trofozoitos de Giardia lamblia
se encuentran en el intestino delgado, utiliza su disco suctorio para adherirse al epitelio
mucoso duodenal, causando dafio por irritacion mecanica a las microvellosidades de
los enterocitos en el duodeno y la parte proximal del yeyuno.

Cuando la funcion de las microvellosidades se altera puede producir una disminucion
en la produccion de disacaridasas, hidrolasa péptica y enteropeptidasa, asi como
trastornos en la absorcion de grasas, vitaminas liposolubles y vitamina B;,. Cuando G.
lamblia cubre grandes extensiones del segmento superior del intestino delgado puede
actuar como una barrera para la absorcion de las grasas. La infeccion por G. lamblia es
asintoméatica en la mayor parte de los casos, en algunas ocasiones se puede presentar
un episodio agudo de pocos dias de duracion que se caracteriza por diarrea, vomito,
sensacion de malestar, flatulencia y distensiéon abdominal. La enfermedad cronica se

caracteriza por la alternancia de periodos de diarrea y malestares leves, con periodos
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practicamente asintomaticos.

Los sintomas que sugieren giardiasis son: la persistencia de diarrea por mas de una
semana, los sintomas de absorcién intestinal deficiente, intolerancia a la lactosa que se
manifiesta por eritema gluteo, distension abdominal, flatulencia y diarrea, asociados a la
ingestion de leche. El diagndstico se establece mediante el hallazgo de trofozoitos o
quistes de G. lamblia en el examen coproparasitoscépico. Como el paréasito se excreta
en forma intermitente, debe realizarse cuando menos una serie de tres examenes

consecutivos (Kumate et al., 1994).

Figura 2. Ciclo de vida de Giardia lamblia. a: trofozoito binucleado, b: quiste.
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[I.4 Farmacos utilizados para tratar la amibiasis y la giardiasis .

El farmaco de eleccion para el tratamiento de la disenteria y la diarrea causada por E.
histolytica y G. lamblia es el metronidazol 11 (Cuadro 3), el compuesto es un
nitroimidazol de accion mixta que interfiere en la sintesis de los acidos nucleicos del
protozoario. El farmaco es efectivo, sin embargo cuando se administra por via oral a
dosis altas y en tratamientos prolongados induce dolor abdominal, diarrea, nauseas,
cefaleas, vomito, peculiar sabor metalico y oscurecimiento en la orina. Entre los efectos
neurotdxicos que obligan a interrumpir su consumo estan: mareos, veértigo, en
ocasiones encefalopatia, convulsiones, incoordinacion y ataxia. Al ser ingerido con
alcohol induce el denominado efecto antabuse. Se ha descrito su efecto carcinogénico
después de la administracion oral cronica en roedores, en administracion a largo plazo
en ratas hubo un incremento en la incidencia de neoplasias mamarias y tumores
hepéticos. También es mutagénico en roedores y bacterias (PLM, 2005; Goodman y
Gilman, 1996).

Existen otros farmacos con actividad amebicida cuya efectividad varia dependiendo de
su sitio de accion, pueden clasificarse en luminales, sistémicos y mixtos. Los primeros
actuan exclusivamente en la luz intestinal; los amebicidas sistémicos son eficaces so6lo
contra las formas invasoras del microorganismo y los mixtos poseen tanto accion
sistémica como en luz intestinal (Goodman y Gilman, 1996; Kretschmer, 1994).

El tinidazol 12 es un antiprotozoario que tiene el mismo mecanismo de acciéon que el
metronidazol y sus efectos secundarios incluyen: nauseas, vomito, anorexia, diarrea,
sabor metalico y dolor abdominal. En casos raros pueden ocurrir reacciones de

hipersensibilidad, prurito y urticaria (PLM, 2005; Kretschmer, 1994).
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La emetina 4 es un farmaco amebicida mixto en desuso que es mas efectivo sobre las
formas moviles. Su mecanismo de accion se basa en bloquear la sintesis de proteinas
al inhibir la traslocacion de la enzima peptidil-RNA;, del lugar del receptor al del
donador, en el ribosoma. Dentro de sus efectos adversos se encuentran: dolor en el
lugar de la inyeccion, hipotension, taquicardia, dolor precordial, disnea y alteraciones
electrocardiograficas. La deshidroemetina 13 es un derivado de la emetina, posee
menor toxicidad porque se elimina mas rapido lo cual resulta en efectos menores sobre
el musculo y el corazon.

El yodoquinol 14 es un farmaco luminal que tiene accion tanto en los quistes como en
los trofozoitos del parasito y su actividad amebicida se atribuye a las propiedades de
quelacion del hierro. Sus efectos adversos incluyen toxidermatitis yodica, prurito anal y
ocasionalmente nauseas y colicos intestinales.

El furoato de diloxanida 15 tiene accion exclusivamente contra los quistes y hasta el
momento no se han informado efectos secundarios importantes, excepto la flatulencia,
que se presenta en un numero considerable de los pacientes.

La quinfamida 16, es una hidroxiquinolina halogenada que ejerce su efecto amebicida al
inmovilizar los trofozoitos y evitar su propagacion, es un farmaco luminal y sus efectos
adversos mas comunes son: cefalea, nausea, dolor abdominal, flatulencia, colicos
abdominales, siendo estos trastornos transitorios y de leve intensidad (O’Nel, 2001;
Kretschmer, 1994; PLM, 2005; Goodman y Gilman, 1996).

Otro farmaco comunmente utilizado en el tratamiento de la diarrea causada por G.
lamblia es la furazolidona 17 esta ultima es un nitrofurano cuyo mecanismo de accién
consiste en interferir con los sistemas enzimaticos del protozoario, principalmente a

nivel del ciclo de Krebs. Como efectos adversos comunes se han reportado nauseas,
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vomito y cefalea. La administracion crénica y de altas dosis orales a roedores, ha
demostrado evidencia de actividad tumorigénica y se ha demostrado que promueve el
desarrollo de neoplasias mamarias (O’Nel, 2001; PLM, 2005).

A pesar de que se tienen farmacos para tratar las enfermedades causadas por E.
histolytica y G. lamblia, la mayoria de ellos inducen diversos efectos secundarios,
ademas del riesgo constante de la aparicion de cepas resistentes a estos farmacos. En
este sentido, la busqueda permanente de compuestos antiprotozoarios mas eficientes y
mejor tolerados esta justificada. Las plantas medicinales usadas en la herbolaria
mexicana son una fuente de compuestos con potencial para ser usados en el desarrollo

de medicamentos antiamibianos y antigiardia.

Cuadro 3. Farmacos utilizados en el tratamiento de la amibiasis y la giardiasis.

CH,CH,OH

metronidazol 11 tinidazol 12
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Cuadro 3. Farmacos utilizados en el tratamiento de la amibiasis y la giardiasis

(continuacion).

N
X
=

deshidroemetina 13 yodoquinol 14

e Siaee

CHz cl

Furoato de diloxanida 15 quinfamida 16

furazolidona 17
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[1.5 Generalidades de Chiranthodendron pentadactylon Larreat.

Ch. pentadactylon (Figura 3) pertenece a la familia Sterculiaceae, se le conoce
ampliamente como:“flor de manita, arbol de las manitas, manita, mano de leén, mano
de dragon, palo de tabuco, palo de vyaco, mapilxochitl, macpalxochitl,
macpalxochicuahuitl, ita nada y tundakua”. La planta crece en climas calido, semicalido
y templado desde los 200 y hasta los 2600 m sobre el nivel del mar, principalmente en
el bosque mesofilo de la montafia. Es una planta originaria de México y se le encuentra
en los estados de Oaxaca, Chiapas, Guerrero, Michoacdn y el Estado de México.
También se le puede localizar en Centro América principalmente en Guatemala (Lara y
Marquez, 1996; Argueta et al., 1994, Linares et al., 1988).

Ch. pentadactylon es un arbol (a) de 10 a 15 m de altura, que florece entre mayo y
junio, con un tronco a menudo de 40 cm de diametro; de ramas tomentosas con pelos
estrellados, cuyo conjunto presenta un color ferruginoso; hojas (b) anchamente ovadas
largo pecioladas de 12 a 30 cm de largo, agudas a acuminadas, cordadas en la base,
irregularmente lobuladas (5 a 8 lI6bulos), estipuladas, estrellado tomentosas en el envés
y con el peciolo largo, con bordes puntiagudos, lisas en el anverso y vellosas en el
reverso; con flores (c) solitarias de unos 15 cm, angulosas y hermafroditas, sin corola,
su céliz es campulado, grueso y coriaceo, mide unos 3.5 a 4.5 cm de largo, con cinco
I6bulos y protegido de tres bracteas; por fuera es tomentoso y de color café rojizo y por
dentro de un color rojo intenso; no posee pétalos; cinco estambres (d) de color rojo que
estan unidos en una base formando una columna y que se prolongan hacia fuera
arqueandose, ofreciendo la forma de una mano; el ovario se oculta en la base de la
columna; el fruto (e) es de una capsula lefiosa de unos 10 a 15 cm, quinquelocular,

revestido de pelos rigidos de color leonado, con cinco valvas, con espina por dentro;
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semillas numerosas, pequefas, negras, brillantes y con espinas (Lara y Marquez, 1996;

Argueta et al., 1994; Linares et al., 1988).

Figura 3. Chiranthodendron pentadactylon Larreat. a: arbol; b: hojas; c: flor; d:

estambres; e: fruto
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La infusion de las flores de Ch. pentadactylon se han utilizado desde la época de los
aztecas para tratar Ulceras cronicas, hemorroides, para el dolor y la inflamacion de los
ojos. Actualmente, se utiliza contra las afecciones del corazén como cardioténico y
para regular la presion arterial. Otros usos menos frecuentes son para el control de la
diarrea y la disenteria, la epilepsia, en el dolor de cabeza, mareos posparto y como
tranquilizante. Se usa también como planta de sombra y ornato, por su follaje y la
belleza de sus flores (Sanchez, 2001; Lara y Marquez, 1996; Argueta, 1994; Martinez,
1944; Niembro, 1990; Linares et al., 1988).

Desde el punto de vista farmacolégico, diversos extractos de las flores de Ch.
pentadactylon han sido objeto de varios estudios donde se han demostraron las
propiedades anticolinérgicas, relajantes, catatonicas, midriaticas, vasoactivas
moderadas, antiespasmodicas, antibacterianas, antiprotozoarias y actividad
antisecretora intestinal inducida por la toxina de V. cholerae (Argueta et al., 1994;
Perusquia et al.,, 1995; Arellano, 2004; Alanis et al., 2005; Calzada et al., 2006;
Veldzquez et al., 2006). Las ultimas cuatro actividades estan asociadas al uso de las
flores en el tratamiento de la diarrea y la disenteria, o que permite proponerla como una
fuente potencial de productos (extractos, fracciones y compuestos puros) para el
desarrollo de fitomedicamentos.

En relaciébn a los estudios fitoquimicos de las flores de Ch. pentadactylon se han
realizado tres. El primero condujo al aislamiento e identificacion de dos azucares
(glucosa 18 y sacarosa 19), dos hidrocarburos (octosano 20 y 1-docosanol 21 ), un
fenol simple (acido galico 22), un esterol (3-sitosterol 23) y ocho flavonoides (cianidina

3-O-glucésido 24, leucocianidina 25, luteolina 7-O-glucésido 26, luteolina 7-O-
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glucordnido 27, quercetina 3-O-glucésido 28, gosipetina 29, gosipetina 3-O-glucordnido

30 y apigenidina 5,7,4"tri-O-glucosido 31 (Cuadro 4) (Lara y Marquez, 1996).

Cuadro 4 . Compuestos aislados de Ch. pentadactylon.

OH

glucosa 18 sacarosa 19

R/\/\MMCHB L

octosano 20 R=H n=21 acido galico 22

1-docosanol 21 R=0OH n=5

B sitosterol 23
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Cuadro 4 . Compuestos aislados de Ch. pentadactylon (continuacion).

leucocianidina 25

gosipetina 3-O-glucorénido 30 apigenidina 5,7,4" tri-O-glucoésido 31
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Los dos estudios restantes se condujeron de manera biodirigida con la finalidad de
aislar los principios que inhiben la secrecion intestinal inducida por la téxina de Vibrio
cholerae y antibacterianos del vegetal, los estudios permitieron el aislamiento de cinco
flavonoides: (+) catequina 32, (-) epicatequina 33, isoquercitrina 34, astragalina 35 y
tilirésido 36. Los compuestos 32-34 resultaron ser los compuestos responsables de la
actividad antisecretora. En el caso de la actividad antibacteriana el tilirosido 36 es el

compuesto que presentd mayor actividad antibacteriana (Avila, 2006; Velazquez, 2006).

Cuadro 4 . Compuestos aislados de Ch. pentadactylon (continuacion).

OH

astragalina 35
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1l JUSTIFICACION

En México el conocimiento quimico y farmacologico de su flora medicinal es
escaso, lo que conduce a una falta de informacion para validar su uso en la
herbolaria mexicana como agentes terapéuticos potenciales. Por otro lado, las
enfermedades infecciosas, en particular las causadas por protozoarios como E.
histolytica y G. lamblia, son un problema de salud publica que afecta a un gran
numero de la poblacidon y que para hacerle frente a este tipo de padecimientos una
porcidn considerable de los mexicanos utilizan las plantas medicinales.

Por lo anterior, los estudios que estén enfocados a demostrar las propiedades
medicinales de la herbolaria mexicana estan justificados, colateralmente la
informacion derivada de las investigaciones sobre los efectos farmacoldgicos y
quimicos de las plantas medicinales de México son un aporte muy valioso para el

desarrollo de nuevos fitomedicamentos.
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IV PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Partiendo de un estudio realizado a 26 plantas medicinales mexicanas utilizadas en el
tratamiento de problemas gastrointestinales como la diarrea y la disenteria, en el que se
cuantifico la actividad antiprotozoaria de sus extractos metandlicos, contra Entamoeba
histolytica y Giardia lamblia. Se encontro que el extracto metanolico de las flores de Ch.
pentadactylon fue el de mayor actividad antiprotozoaria sobre Entamoeba histolytica
(Clsp = 2.5 pg/ml) y moderada actividad sobre Giardia lamblia (Clsp = 44.2 pg/ml). Sin
embargo, no se han obtenido productos derivados de este extracto responsables de
esta propiedad, por lo que la presente investigacion esta conducida a la obtencién de
productos con propiedades antiprotozoarias derivados de las flores de Ch.

pentadactylon.
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V OBJETIVO GENERAL

Obtener los compuestos responsables de la actividad antiprotozoarias del extracto
metandlico de las flores de Ch. pentadactylon, con la finalidad de contribuir al proceso

de validacion de la planta.

V.1 Objetivos especificos
V.1.1 Realizar el estudio quimico biodirigido del extracto metandlico de las
flores para aislar los compuestos activos.
V.1.2 Identificar los compuestos quimicos aislados.

V.1.3 Determinar la actividad antiprotozoaria de las fracciones y compuestos.
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VI HIPOTESIS

Si el extracto metandlico de las flores de Ch. pentadactylon presenta actividad
antiprotozoaria, entonces posee uno 0 mAas compuestos quimicos responsables de
dicha actividad que pueden ser aislados mediante la aplicacion de una estrategia de

investigacion quimica biodirigida.
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VIl METODOLOGIA

VII.1 Preparacion del extracto metandlico de las fl  ores de Ch. pentadactylon

Las flores de Ch. pentadactylon se adquirieron en el mercado de Sonora de la Ciudad
de México en octubre del 2001, una muestra de referencia se deposité en el Herbario
IMSSM vy fue identificada por la M. en C. Abigail Aguilar Contreras (Voucher 14 256).
Las flores fueron secadas a temperatura ambiente y trituradas con un molino Tor-rey,
posteriormente se extrajeron por maceracion con metanol (20 L x 2 semanas) a
temperatura ambiente. El extracto resultante se filtrd y se concentré en un
rotaevaporador a presion reducida a una temperatura de 30C, obteniéndose 1.42 kg de

un extracto de color rojo.

VII.2 Ensayos biologicos

VII.2.1 Protozoarios

Las cepas utilizadas para el ensayo biologico fueron Entamoeba histolytica HM1-IMSS
y Giardia lamblia IMSS: 1090:1; E. histolytica se mantuvo en medio TYI-S-33
suplementado con 10% de suero bovino. Los trofozoitos de G. lamblia se cultivaron en
medio TYI-S-33 modificado y suplementado con 10% de suero de ternera y bilis bovina.

Para el ensayo biologico las cepas se emplearon en fase logaritmica de crecimiento.

VII.2.2 Determinacion de la actividad antiprotozoar ia

La determinacion de la actividad antiprotozoaria se realizé con el método de subcultivo
descrito por Calzada y sus colaboradores (Calzada et al., 1998). Las muestras a
evaluar se prepararon de la siguiente forma. El extracto, la fraccion o el compuesto puro

se disolvié en 1mL de DMSO y 19 mL de medio de cultivo TYI-S-33. De la solucion
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resultante, se transfirieron 20, 40, 80, 120 y 160 pL, respectivamente. De manera
adicional, cuando fue necesario, se realizaron diluciones subsecuentes para obtener
concentraciones de 2.5, 0.25 y 0.025 pg/mL. Cada concentracion se ensayd por
duplicado y se repitié6 un minimo de tres veces. Los tubos de la muestra incorporada se
inocularon con E. histolytica y G. lamblia para obtener un inéculo de 6 x 10°
trofozoitos/mL y 5 x 10* trofozoitos/mL, respectivamente. Las muestras se incubaron a
37T durante 48 hr. Cada prueba incluyé metronidazo | (Sigma) y emetina (Sigma) como
controles positivos, un control (medio de cultivo, DMSO vy trofozoitos) y un blanco
(medio de cultivo).

Después de la incubacion, 50 uL de cada tubo de cultivo se subcultivaron por otras 48
horas en medio fresco sin la presencia de las muestras (extracto, fracciones y
compuestos puros) y los controles positivos (metronidazol y emetina). El namero final
de protozoarios fue determinado por cuenta directa con microscopio. Para el calculo de

la concentracion inhibitoria 50 (Clsg) se utilizé un programa de andlisis probit.

VII.3 Andlisis cromatograficos

Las cromatografias de adsorcion en columna abierta (CCA) se realizaron sobre gel de
silice 60 (0.063-0.200 mm, Merck). Los andlisis cromatograficos en capa fina (CCF),
tanto analitico como preparativo, se llevaron a cabo siguiendo las técnicas
convencionales empleandose placas de aluminio recubiertas con gel de silice (20 x 20
cm Silica gel 60 Fas4 Merck) y diversos sistemas de elucion. Los agentes cromégenos
que se emplearon se muestran en el Cuadro 5 (Stahl, 1969; Wagner et al., 1984). Antes
de llevar a cabo el revelado de las placas se visualizaron con luz UV, con ayuda de una

lampara modelo UV gL-58 a longitudes de onda de 254 y 365 nm.
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La cromatografia de liquidos de alta resolucion se realiz6 en un cromatografo marca
Perkin Elmer 250 Binary LC Pump, equipado con un detector de UV con arreglo de
diodos. El control del equipo, la adquisicion de los datos, el procesamiento y la

manipulacién de la informacion se realizaron utilizando el programa Omega.

Cuadro 5. Agentes cromdgenos utilizados para los andlisis cromatograficos en capa

fina.

Agente cromogeno Composicién

Vainillina-H,SO4 Acido sulfarico al 5% en etanol
100 mL

Vainillina 19
Tricloruro de aluminio Cloruro de aluminio 5¢g

Agua 100mL

Tricloruro férrico Cloruro de fierro 11l 10g
Agua 100mL

H,SO, (10%) Acido sulftrico 9.8mL
Agua 100mL

Fast blue (0.5% H,0) Fast blue 0.5¢g
Agua 99.5 mL

VII.4 Fraccionamiento del extracto

El fraccionamiento del extracto metandlico de Ch. pentadactylon se llevd a cabo
mediante cromatografia en columna abierta, se emplearon 152 g de extracto
metanodlico. Como fase estacionaria se empledé 1 kg de silica gel. Los eluyentes

empleados fueron acetato de etilo (AcOEt) y metanol (MeOH) en diferentes
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proporciones. Se obtuvieron 270 fracciones de 100 mL cada una, las cuales fueron

agrupadas en 10 fracciones primarias (F1/F10) de acuerdo con sus similitudes

cromatogréficas (Cuadro 6). El concentrado de las fracciones individuales y agrupadas

se llevo a cabo en un rotaevaporador a presion reducida y a una temperatura de 40<C.

Cuadro 6 . Resumen del fraccionamiento mediante CCA del extracto

FRACCION

FRACCIONES
AGRUPADAS

SISTEMA DE ELUCION

CANTIDAD
OBTENIDA

@

RENDIMIENTO*
(%)

/7

AcOEt 100%

0.175

0.016

8/10,11/15

AcOEt 100%

16/37;38/52

AcOEt 100%

53/78;79/101

ACOEt 100%
AcOEt:MeOH (95:5)

102/128;129/146

AcOEt:MeOH(95:5);(90:10)

147/155;156/166

AcOEt:MeOH(90:10)

167/175;176/185

AcOEt:MeOH(90:10);(80:20)

186/194;195/203,;
204/216

ACOEt:MeOH(80:20)

217/229;230/236;
237/245;246/256

AcOEt:MeOH(80:20);(70:30)

2571270

AcOEt:MeOH (50:50)

*Referido al peso seco de la planta
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VIL5 Identificacion del B-sitosterol

De la fraccion primaria F1 se obtuvo un sélido de color blanco que por andlisis en CCF
y empleando una referencia disponible en el laboratorio, fue identificado como [3-
sitosterol 23. Como eluyente se utilizé una mezcla de Hexano: AcOEt (8:2) y silica gel

como fase estacionaria.

[3-sitosterol 23

VI1.6 Aislamiento e identificacion del tilirésido

Las fracciones F2 y F3 se recristalizaron con AcOEt para obtener 7.2 mg y 162.4 mg,
respectivamente de un solido color amarillo, soluble en MeOH, con un punto de fusion
de 207-208C, el cual se identificO como tilirosido 36 por comparacion con una
referencia en CCF empleando wun sistema de elucion constituido por
AcOEt:CH3COOH:HCOOH:H,0(10:1.1:1.1:2.7). El punto de fusion se determind en un

aparato Fisher Johns.

OH

tilirésido 36
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VII.7 Aislamiento y purificacion de astragalinay |  aisoquercitrina

La fraccion F5 (10 mg) se sometio a una CCFP. La fase movil que se empled estuvo
constituida por AcCOEt:CH3COOH:HCOOH:H,0 (10:1.1:1.1:2.7). La fase estacionaria fue
la misma que para los casos anteriores. Se obtuvieron dos solidos de color amarillo,
solubles en MeOH, que fueron identificados por cromatografia en capa fina comparativa
como astragalina 35 e isoquercitrina 34. Sus puntos de fusion fueron 205C y 189-

190, respectivamente.

OH OH

astragalina 35 isoquercitrina 34

VII.8 Fraccionamiento de la fraccion primaria F6

La fraccion primaria F6 (3.761 g) se sometié a un fraccionamiento secundario mediante
CCA, como fase estacionaria se emplearon 123.8 g de silice gel 60 (0.063 — 0.200 mm
Merck) para cromatografia en columna. Los eluyentes empleados fueron AcOEt y
MeOH en diferentes proporciones. En el proceso se obtuvieron 214 fracciones de 20
mL cada una, las cuales fueron agrupadas en 8 fracciones secundarias (FS1/FS8) de

acuerdo a sus similitudes cromatogréaficas (Cuadro 7).
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Cuadro 7 . Resumen del fraccionamiento mediante CCA de la fraccion primaria F6.

FRACCIONES

FRACCION AGRUPADAS

SISTEMA DE ELUCION

CANTIDAD
OBTENIDA

(9)

RENDIMIENTO*
(%)

1/15

AcOEt: MeOH (9:1)

0.0500

0.005

16/23

ACOEt: MeOH (9:1)

24/31,32/41

AcOEt: MeOH (9:1)

42/51

AcOEt: MeOH (9:1)

52/65,66/91

AcOEt: MeOH (9:1)

92/104

AcOEt: MeOH (8:2)

105/132,133/152,
153/189

AcOEt: MeOH (8:2);
(7:3)

190/205,206/214

AcOEt: MeOH (6:4);(5:5)

*Referido al peso seco de la planta
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De las fracciones FS2 y FS3 se logro detectar a la mezcla de (+) catequina 32 y (-)
epicatequina 33 mediante CCF. El sistema de elucion empleado fue AcOEt:MeOH:H,0

(10:1.6:1.3).

OH
HO O \\\\©[
OH

“om

OH

(+) catequina 32 (-) epicatequina 33

Las aguas madres de la fraccidon FS3 se evaporaron a sequedad y una porciéon (10 mg)
se purifico mediante CCFP, empleando como fase movil AcOEt:MeOH:H,0 (10:1.6:1.3)
y como fase estacionaria silica gel sobre placas de aluminio. Se obtuvieron 2.4 mg de
una mezcla de la (+) catequina 32 y (-) epicatequina 33, por cada 10 mg de esta
fraccion. Esta mezcla se purificd por CLAR para obtener 1.2 mg de (-) epicatequina 33 y
1.2 de (+) catequina 32. La separacion de los flavan 3-oles se llevé a cabo empleando
una columna de fase reversa, un gradiente de elucién (Cuadro 8) y un flujo de 3.2

mL/min. La deteccion se realiz6 a 280 nm y el tiempo total de elucion fue de 34 min.
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Cuadro 8. Programa de elucion utilizado en la CLAR para separar la fraccion FS3.

Tiempo (min) % A acetonitrilo %B &cido férmico 5%
4 20 80
10 20 80

1 50 50

10 50

La (-) epicatequina 33 se aislé como un solido de color café claro con un punto de
fusion de 242-244 C y un tiempo de retencion de 14 .6 minutos. La (+) catequina 32 se
aislo como un solido color café claro con un punto de fusion de 183-185C y un tiempo

de retenciéon de 10.5 minutos.
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VIIIl RESULTADOS

Después de llevar a cabo el fraccionamiento del extracto mediante cromatografia en
columna abierta se obtuvieron 10 fracciones primarias (F1/F10). A cada una de ellas se
evaluo su actividad antiprotozoaria contra E. histolytica y G. lamblia (Cuadro 9).

De la fraccién F1 se obtuvo un rendimiento bajo por lo que no fue sometida al ensayo

de actividad antiprotozoaria.

Cuadro 9. Actividad antiprotozoaria de las fracciones primarias del extracto

FRACCIONES

Clso (ug/mL) E. histolytica | Clsp (ug/mL) G. lamblia

F2 159.77(160.89-158.18) 198.52 (199.01-198.03)
F3 81.08 (82.34-81.33) 107.83 (108-107.68)
F4 63.64 (63.89-63.43) 97.61 (97.70-97.51)

F5

38.23 (38.58-37.95)

44.68(44.74-44.62)

F6

1.97 (2.36-1.61)

6.20(6.27-6.15)

F7

49.37 (49.62-49.12)

59.39(59.45-59.33)

F8

92.04 (92.50-91.53)

85.48(85.5785.41)

F9

112.72( 113.37-112.06)

96.05(96.17-95.94)

70.84 (71.22-70.47)

87.46(87.55-87.37)

27.58 (28.14-27.43)

34

28.13(28.16-28.09)




El estudio fitoquimico del extracto metandlico condujo al aislamiento y la purificacion de
un esterol (B-sitosterol) y cinco flavonoides: (+) catequina 32, (-) epicatequina 33,
isoquercitrina 34, astragalina 35 v tilirosido 36.

Los compuestos identificados fueron sometidos a un estudio de actividad
antiprotozoaria contra Entamoeba histolytica y Giardia lamblia. Los resultados obtenidos

se muestran en el Cuadro 10.

Cuadro 10. Actividad antiprotozoaria de los compuestos puros

COMPUESTO PURO

Clso pg/ml (IC)®

Entamoeba histolytica

Clso pug/ml (IC)°
Giardia lamblia

(-) Epicatequina

1.9 (2.0-1.3)

1.6 (1.7-1.4)

(+) Catequina

65.5 (67.3-62.2)

34.0 (35.1-31.5)

Isoquercitrina

14.7 (14.9-14.5)

47.5 (47.6-47.4)

Astragalina

61.2 (61.5-60.9)

47.5 (47.6-47.4)

Tilirésido

17.5 (22.1-13.8)

17.4(22.3-13.5)

[-sitosterol

52.3(52.7-52.1)

71.0 (71.3-71.0)

Emetina®

1.05 (1.1-1.03)

0.41 (0.42-0.40)

Metronidazol?

4 Control Positivo
b Intervalo de confianza 95%

0.04 (0.010-0.03)
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IX DISCUSION DE RESULTADOS

La presente investigacion se basa en los resultados de un estudio realizado a los
extractos metandlicos de 26 plantas usadas en la medicina tradicional mexicana para el
tratamiento de la diarrea y la disenteria, con el fin de cuantificar su actividad in vitro
contra E. histolytica y G. lamblia (Calzada et al., 2006). En dicho estudio, el extracto
metanolico de las flores de Ch. pentadactylon fue el de mayor actividad antiamibiana
con un Clsg de 2.5 pg/ml, muy cercana a la actividad de la emetina y una moderada
actividad antigiardia con un Clsp de 44.2 pg/ml. Lo anterior justifico la seleccion de Ch.
pentadactylon como candidato importante para la obtencion de compuestos con
actividad antiprotozoaria que pudieran tener utilidad terapéutica.

Ademés de su actividad antiprotozoaria, el extracto metandlico de esta especie, ha
mostrado propiedades antibacterianas, antiespasmaoddicas y antisecretora intestinal,
teniendo cuatro evidencias farmacoldgicas que permiten explicar el uso tradicional de
las flores de Ch. pentadactylon en el tratamiento de la diarrea y la disenteria. Con estas
evidencias se puede utilizar esta especie para el desarrollo de fitofarmacos, ya que no
presenta toxicidad aguda en ratas, no ocasiona mortandad ni dafio macroscopico en
estébmago, intestino, higado, pulmén y corazén a la dosis de 4800 mg/kg (Veladzquez,
2006).

El fraccionamiento del extracto metandlico mediante CCA permiti6 obtener 10
fracciones primarias (F1/F10), con excepcion de F1 las fracciones fueron sometidas a
un estudio de actividad antiprotozoaria contra E. histolytica (Grafica 1) y G. lamblia

(Grafica 2).
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Grafica 1. Actividad de las fracciones primarias sobre E. histolytica.
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Grafica 2 . Actividad de las fracciones primarias sobre G. lamblia.
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La fraccidon primaria F6 resulto ser la fraccion con mayor actividad antiprotozoaria contra
E. histolytica (Clsp = 1.97pug/mL) y G. lamblia (Clsp = 6.20ug/mL) por lo que fue sometida
a un fraccionamiento secundario en donde se obtuvieron los compuestos (-)
epicatequina 33 y (+) catequina 32.

La fraccidon primaria F5 fue la tercera con mayor actividad antiprotozoaria y de esta se
obtuvieron los compuestos astragalina 35 e isoquercitrina 34. También se aislaron e
identificaron compuestos de las fracciones con menor actividad antiprotozoaria, de la
fraccion primaria F1 se aisl6 el B-sitosterol 23 y de las fracciones F2 y F3 se obtuvo el
tilirésido 36.

Se cuantificd la actividad antiprotozoaria de los compuestos puros (Gréaficas 3 y 4)

aislados del extracto metandlico de las flores de Ch. pentadactylon.

Gréfica 3. Actividad antiamibiana de los compuestos puros.
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Gréfica 4. Actividad antigiardia de los compuestos puros.
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La (-) epicatequina 33 resultd ser el compuesto con mayor actividad antiamibiana

(Clsp =1.9 pg/ml), su actividad es muy similar a la de la emetina 4 (Clsp =1.05 pg/mL),
pero menor a la del metronidazol 11 (Clsp =0.04 pug/ml). También es el compuesto con
mayor actividad antigiardia con una Clsp =1.6 pg/ml.

La actividad antiprotozoaria contra E. histolytica es alta por parte de isoquercitrina 34
(Clsp =14.7 pg/mL) y contra G. lamblia es moderada con un Clsy de 47.5 pg/mL. El
tilirésido 36 tiene una alta actividad (Clsp =17.5 pg/mL) antiamibiana y antigiardia
(Clsp=17.4 pg/mL). La astragalina 35 y la (+) catequina 32 resultaron tener actividad

moderada contra ambos protozoarios y el B-sitosterol 23 es el compuesto con menor

actividad antiprotozoaria de los seis compuestos obtenidos en el estudio.
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La obtencién de estos compuestos concuerda con los estudios fitoquimicos realizados
anteriormente por Avila y Velazquez (2006).

La presencia de los compuestos identificados explica la actividad antiprotozoaria del
extracto metandlico de las flores de Ch. pentadactylon y de la fraccion primaria F6.

La (-) epicatequina también ha sido aislada e identificada en otras plantas como en
Rubus coriifolius y Geranium mexicanum especies, cuyos extractos también tienen
actividad antiprotozoaria (Calzada et al., 2005; Alanis et al., 2003).

La (-) epicatequina 33 tiene reportadas otras actividades biolégicas como la antiviral
con un CEsp de 2 pug/ml contra el virus VIH-1; la antioxidante inhibiendo al radical alquil
peroxido de E. coli y la antisecretora con un 57.8% de inhibicion de la secrecion
gastrointestinal inducida por la toxina de Vibrio cholerae (Mahmood et al., 1993; Nakao
et al., 1998; Velazquez, 2006)

La actividad antiprotozoaria y antisecretora mostrada por la (-) epicatequina 33 permite
proponerla como una estructura prototipo para el desarrollo de nuevos farmacos para el

tratamiento de la diarrea.
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X CONCLUSIONES
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El estudio quimico biodirigido del extracto metanolico de las flores de Ch.
pentadactylon permitio el aislamiento de un esterol (B-sitosterol) y de cinco
flavonoides: tilirdsido, isoquercitrina, (-) epicatequina, (+) catequina y astragalina.
La fraccion primaria F6 fue la que tiene mayor actividad antiprotozoaria.

La (-) epicatequina es el compuesto con mayor actividad antiamibiana (Clsg =1.9
pg/ml) y antigiardia (Clso =1.6 pg/ml), lo cual permite explicar que su presencia en
el extracto metandlico de las flores de Ch. pentadactylon le confiere esa actividad
antiprotozoaria, justificando el uso que se le da a esta planta en la medicina
tradicional mexicana en el tratamiento de la diarrea.

La epicatequina es un candidato como molécula prototipo para el desarrollo de
farmacos antidiarreicos y al extracto metandlico para el desarrollo de

fitofarmacos.
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