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I RESUMEN

Las enfermedades parasitarias constituyen un serio e importante problema de salud
publica a nivel mundial. La giardiosis e hymenolepiosis son de las principales parasitosis
intestinales en México presentan elevada prevalencia y afectan principalmente a los
nifios, comprometiendo su desarrollo fisico e intelectual. Los antiparasitarios alopaticos
disponibles comercialmente contra estas parasitosis son ineficientes y ademas han
aparecido cepas resistentes a los mismos. Debido a esto, es importante el desarrollo de
nuevos antiparasitarios y las plantas continian siendo una de las principales fuentes de
compuestos bioactivos. Al respecto, a partir de plantas seleccionadas de la riqueza
floristica de Sinaloa (z15% de la flora de México, 3500-3800 especies) es posible
obtener extractos o compuestos puros contra las principales parasitosis. EI guamuchil
(Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth) (G) y nanchi de la costa (Zizyphus sonorensis
S.Watson) (N) son plantas nativas de Sinaloa y sus cortezas han sido usadas en
medicina tradicional como antiparasitarios; sin embargo, esta propiedad no ha sido
demostrada cientificamente y son plantas escasamente estudiadas. En la presente
investigacion se evaluo la actividad in vitro en contra de Giardia duodenalis e
Hymenolepis nana, de extractos de corteza de guamduchil y nanchi de la costa,
determinando ademas, las principales familias de fitoquimicos presentes en ellos y su
toxicidad. Los extractos se obtuvieron a partir de harina entera: acuosos de nanchi de la
costa (EA-N) y de guamuchil (EA-G); metandlicos de nanchi de la costa (EM-N) y
guamuchil (EM-G) y hexanicos de nanchi de la costa (EH-N) y de guamuchil (EH-G). Los
extractos de harina desgrasada fueron: acuosos de nanchi de la costa (EA-DN) y de
guamuchil (EA-DG) y metandlicos de nanchi de la costa (EM-DN) y de guamuchil (EM-
DG). Solo los extractos de G presentaron actividad contra H. nana; el EA-DG fue el
mejor y registro tiempos de paralisis (8 min) y muerte (15 min) del parasito menores que

15



el Praziquantel, 20 y 30 min, respectivamente. En la evaluacion contra Giardia
duodenalis, los EM-N y EH-N presentaron los mayores porcentajes de inhibicion del
crecimiento (72.04-75.84%) sin registrar diferencia estadistica entre ellos y los valores
fueron superiores a los que se obtuvieron con el Unico extracto de guamuchil que mostré
esta actividad, EH-G (53.48%). El extracto mas eficiente (EH-N) contra G. duodenalis
presentd un ICsy de 194.6 pg/mL. En los extractos activos contra G. duodenalis se
identificaron compuestos con relevancia terapéutica como terpenos (i.e., sitosterol,
lupeol, lupenona y derivados del acido ursélico), acidos grasos, compuestos fendlicos y
flavonoides. La espectrometria de masas de las fracciones obtenidas durante la
purificaciéon con Sephadex LH-20 del EA-DG (ie., EA-DGm y EA-DGa) mostré la
presencia de proantocianidinas (taninos condensados) y derivados del acido caféico, lo
cual podria sugerir que son los componentes de guamuchil con mayor contribucién a la
actividad antiparasitaria. La toxicidad de los extractos de las cortezas de G y N, en el
ensayo de Artemia salina, variaron de altamente téxico (EA-DG y EM-DN; CLsq 60.4-
273.9 pg/mL) a relativamente inocuo (EM-N, EH-N, y EH-G; CLs, 618.8-2192.8 ug/mL).
La evaluacion de toxicidad de los extractos EH-N y EA-DG, mediante el método de
Lorke, sugiere que son inocuos (LDsp>1000 y 2900 mg/kg de peso, respectivamente).
Estos resultados soportan el uso tradicional de los extractos de cortezas de guamuchil y

nachi de la costa como agentes antiparasitarios.
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ABSTRACT

Parasitic diseases are a public health problem in the world. In Mexico,
giardiosis and hymenolepiosis are among the main intestinal parasitosis and they
affect mainly children, compromising their mental and physical development.
Commercially available drugs against these parasitosis are inefficient, produce
side effects, and can generate resistant strains. Thus, development of new
antiparasitics is important and plants are still one of the major sources of bioactive
compounds. In this respect, extracts or pure compounds obtained from the
floristic richness of Sinaloa (= 15% of the floral Mexico, 3500-3800 species) have
potential to treat parasitosis. Guamuchil (Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth) (G)
and Nanchi de la costa (Zizyphus sonorensis S. Watson) (N) are native to Sinaloa
and their barks have been used in traditional medicine as antiparasitics; however,
this property has not been scientifically proven and the plants have been poorly
studied. In the present study, we determined the in vitro activity of different
extracts of G and N against Giardia duodenalis and Hymenolepis nana, as well as
the main families of phytochemicals in such extracts. The obtained concentrates
were extracts of whole flour: aqueous of “nanchi de la costa” (EA-N) and
guamuchil (EA-G); methanolic of “nanchi de la costa” (EM-N) and guamuchil (EM-
G); and hexane extract of “nanchi de la costa” (EH-N) and guamuchil (EH-G). The
defatted flour concentrates were: aqueous of “nanchi de la costa “(EA-DN) and
guamuchil (EA-DG); and methanolic of “nanchi de la costa” (EM-DN) and
guamuchil (EM-DG). Considering the activity against H. nana, only the G extracts

were active, EA-DG was the best with times of paralysis (8 min) and death (15
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min) lower than those of Praziquantel, 20 and 30 min, respectively. On the other
hand, the in vitro evaluation against G. duodenalis showed that EM-N and EH-N
had the highest percentages of growth inhibition (72.04-75.84%) without statistical
difference between them; these values were higher than that of the only G extract
with activity, EH-G (53.48%). The extract with the highest inhibition against G.
duodenalis had an ICsy of 194.6 ug/mL. Active extracts against G. duodenalis
contained compounds with therapeutic relevance, such as terpenes (ie.,
sitosterol, lupeol, lupenone and ursolic acid derivatives), fatty acids, phenolic
compounds, and flavonoids. Mass spectrometry of fractions obtained during
purification of EA-DG with Sephadex LH-20 (i.e., EA-DGm and EA-DGa) showed
the presence of proanthocyanidins (condensed tannins) and caffeic acid
derivatives, which could be suggested as the G components with the greatest
contribution to their antiparasitic activity. The toxicity of the extracts by the Artemia
salina assay varied from highly toxic (EA-DG and EM-DN; LCs 60.4-273.9 pg/mL)
to relatively innocuous (EM-N, EH-N, and EH-G; LCso 618.8-2192.8 ug/ml). The
toxicity evaluation of the extracts EH-N and EA-DG by the Lorke Method
suggested that they were safe (LDsp > 1000 and 2900 mg/kg, respectively). These
results support the traditional use of bark extracts of guamuchil and “nanchi de la

costa” as antiparasitic agents.
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I INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias se encuentran ampliamente distribuidas en el
mundo, representan uno de los mas importantes problemas de salud publica y
afectan principalmente a paises en vias de desarrollo. Registros de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) muestran que existen 2 billones de
personas en el mundo portadores de parasitos intestinales (Bundy y col 2009);
mientras que de acuerdo a la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), 26
millones de nifios en América Latina y el Caribe viven afectados por este
padecimiento (Tsuji y Rivera 2012). En América Latina, las enfermedades
parasitarias tienen una alta prevalencia debido a las condiciones
socioeconémicas y culturales asociadas a multiples factores como
inmunoldgicos, genéticos, fisioldgicos y nutricionales (Olalla y Tercero 2011). En
México, la prevalencia de parasitosis intestinales se ha registrado en 49.1% de
nifos y en 53% de la poblacién en general (Lujan 2006). Giardia duodenalis (G.
intestinalis o G. lamblia) es un protozoario que habita en el intestino delgado y es
el agente etiolégico de la giardiosis, una enfermedad gastrointestinal con impacto
mundial en la salud publica y veterinaria. G. duodenalis presenta ocho genotipos
(A-H). Los genotipos A y B son los principales responsables de la giardiosis
humana pero también se han identificado en otros mamiferos como perros y
gatos. La giardiosis afecta principalmente a nifios y causa manifestaciones muy
variadas que transcurren desde una infeccion asintomatica hasta cuadros graves
de diarrea croénica, sindrome de malabsorcion, e inadecuado desarrollo fisico y

cognitivo (Uribarren 2014). El tratamiento médico mas utilizado, por costo y
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disponibilidad, es el metronidazol, pero se han encontrado casos resistentes a

este farmaco.

Hymenolepis nana es el principal cestodo asociado a la hymenolepiosis
humana, habita en el intestino delgado y la infeccion puede presentarse sin
sintomas aparentes o leves, pero cuando la carga parasitaria es elevada causa
irritacion de la mucosa intestinal, dolor abdominal y diarrea que deterioran la
calidad de vida de quienes padecen la infeccién. Aunque el tratamiento de
eleccion para esta parasitosis es el praziquantel, en México y otros paises de
América Latina se usa el albendazol, principalmente porque es el medicamento

que se encuentra disponible en las instituciones publicas de salud.

Es importante resaltar que el metronidazol y albendazol producen efectos
colaterales (Bendesky y Menéndez 2001) y se ha demostrado la existencia de
cepas resistentes a estos medicamentos. Las causas asociadas al fracaso del
tratamiento antiparasitario ademas de la resistencia, pueden ser varias, entre las
que se pueden mencionar baja absorcion de la droga, inactivacion del
medicamento por la flora intestinal, incumplimiento con la terapia indicada o a

reinfecciones (Upcroft 1998; Bansal y col 2006; Ali y Nozaki 2007).

Por lo anterior, es importante buscar antiparasitarios que sean mas efectivos
y estimulen los mecanismos de defensa innata de los hospederos y en este
aspecto, los productos naturales representan una opcion para desarrollar nuevos
farmacos que sean selectivos, efectivos para cepas resistentes y de menor costo

(Balick y Cox 1996; Wagner 2006). En nuestro laboratorio se ha generado
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informacion cientifica sobre actividad biolégica y composicion quimica de plantas
nativas de la region para contribuir al establecimiento de estrategias de
aprovechamiento sustentable. México es megadiverso y Sinaloa comparte esta
caracteristica. Un gran numero de plantas mexicanas se han usado para tratar
enfermedades parasitarias, sin embargo para la mayoria de ellas no existe
informacion cientifica que sustente dicho uso. Entre los tratamientos tradicionaes
para tratar enfermedades parasitarias se encuentran el guamuchil y la nanchi de
la costa. EI guamuchil (Pithecellobium dulce) es un arbol ampliamente utilizado
por sus propiedades antidiarreicas y antihelminticas empleandose principalmente
infusiones de la corteza del arbol (Rzedowski y Rzedowski 1985a).
Tradicionalmente la corteza de nanchi de la costa (Zizyphus sonorensis) se utiliza
con fines medicinales. El cocimiento de un trozo de corteza se usa para lavar
heridas y llagas de personas y animales. La raspadura de la corteza bien
pulverizada se aplica en forma de cataplasma para secar y cicatrizar las heridas
y/o llagas (Gonzalez J 2009). En la presente investigacion se demuestra la
actividad antiparasitaria contra Giardia duodenalis e Hymenolepis nana de
extractos de cortezas de nanchi de la costa (Zizyphus sonorensis) y guamuchil

(Pithecellobium dulce), asi como su asociacion con compuestos especificos.
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A

Il REVISION DE LA LITERATURA

PARASITOSIS INTESTINALES

Las parasitosis intestinales afectan a un gran numero de individuos y les
ocasionan serios problemas de salud. Estas son mas frecuentes en paises en
vias de desarrollo y se ven favorecidas por condiciones climaticas calidas o
templadas y malas condiciones generales de higiene y saneamiento ambiental.
Es importante sefalar que algunas parasitosis transmitidas por el suelo y por
fecalismo (i.e., ascariosis, uncinariasis, trichuriosis, entamoebosis, giardiosis) no
solo se presentan en climas calidos, sino también en zonas templadas y aun en
frias. Los parasitos intestinales son los agentes infecciosos mas comunes en los
humanos. Estos se encuentran ampliamente diseminados alrededor del mundo,
se estima que 450 de los 3500 millones de habitantes padecen alguna
enfermedad parasitaria. La poblacion infantii es la mas afectada y estas
enfermedades comprometen su desarrollo fisico e intelectual (Garcia y col 2004).
La giardiosis e hymenolepiosis estan entre las principales infecciones
parasitarias. La giardiosis afecta a casi el 2% de los adultos y el 8% de los nifios
de paises desarrollados de todo el mundo. Por otro lado, se estima que
aproximadamente el 33% de las personas en los paises en desarrollo han tenido
giardiosis o hymenolepiosis (CDC 2012). En México la frecuencia de estas
enfermedades se estima en aproximadamente 146,922 casos de acuerdo a
reportes de la Secretaria de Salud (Epidemiologia SS 2016). En un estudio en

poblacién abierta de algunas zonas rurales de Sinaloa, se encontr6 que G.
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duodenalis e H. nana estan entre los parasitos mas prevalentes, registrandose
hymenolepiosis en el 25% de la poblacion infantil estudiada (Quihui-Cota y col

2004).

1 Giardiosis

La giardiosis se adquiere por ingestion de agua o alimentos contaminados
con quistes de Giardia duodenalis. En el mundo, esta parasitosis es una de las
causas mas importantes de enfermedad diarreica aguda, especialmente en nifios
y turistas. G. duodenalis, también conocido como G. intestinalis o G. lamblia, fue
el primer protozoo humano registrado, al ser observado en 1681 por el holandés

Antonie Van Leeuwenhoek en sus propias heces diarreicas (Cox 2002).

a Epidemiologia

La giardiosis se presenta en todo el mundo, pero principalmente en paises de
climas calidos y secos ubicados en Asia, Africa y América Latina, lugares que
presentan aproximadamente 280 millones de personas con sintomas y donde se

registran cada afo cerca de 500,000 nuevos casos (WHO 2013).

En Sinaloa, la Secretaria de Salud registr6 una morbilidad de 1394 casos de
giardiosis (SSA 2013). También estudios epidemioldgicos llevados a cabo en
comunidades rurales de Sinaloa evidenciaron que G. duodenalis e H. nana
fueron los parasitos con mayor prevalencia (ambos 25%) (Quihui-Cota y col

2004).
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b Morfologia y ciclo biolégico

Giardia duodenalis es un protozoo generalmente no invasivo, microaerofilico,
reside en la superficie de las primeras porciones del intestino delgado, donde
existe un pH ligeramente alcalino que favorece su desarrollo, y se multiplica por
division binaria. Sin embargo, es pertinente mencionar que existe evidencia
genética y epidemiolégica que muestra su capacidad de recombinacién sexual

(Monis y col 2009).

El ciclo de vida de G. duodenalis tiene dos estadios: el trofozoito que es la
forma trofica o vegetativa que produce las manifestaciones clinicas y el quiste
que es la estructura de resistencia en el ambiente y de transmision (Figura 1).
Los trofozoitos, miden 10-12 uym de longitud, son piriformes, con superficie
dorsal convexa y ventral concava (Figura 2). La estructura interna del trofozoito
muestra dos nucleos con endosoma, cuerpos medianos en numero variable,
disco adhesivo ventral con estructura céncava, rigida, en espiral, de ~9 um de
didmetro, compuesto por microtubulos y proteinas asociadas, y ubicado en la
mitad anterior ventral, ademas muestra capacidad contractil. Los trofozoitos
presentan un paquete de axonemas con cuerpos basales en posicion anterior
con respecto a los nucleos, del cual derivan 4 pares de flagelos (par anterior, dos
pares laterales y par posterior) con el tipico arreglo de microtubulos 9+2. El
trofozoito carece de mitocondrias y peroxisomas, presenta mitosomas minusculos
(<2 um) y nucléolos. El reticulo endoplasmico rugoso y Golgi son aparentes
durante la secrecion de componentes requeridos para el enquistamiento de G.

duodenalis (Uribarren 2014).
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[Contaminacion de agua, alimentos
manos/fomites con quistes
infectantes

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

A = Forma infectante
A = Forma diagnéstica

D v 65 0 gowIdpOx

Figura 1. Ciclo de vida de Giardia duodenalis.

1. Los quistes son resistentes y pueden sobrevivir varios meses en agua fria. La infecciéon se produce por
la ingestién de quistes en el agua contaminada, los alimentos, o por la via fecal-oral.
En el intestino delgado, la activacion del quiste libera trofozoitos (dos trofozoitos/ quiste)
Los trofozoitos se multiplican por fision binaria longitudinal, permaneciendo en la luz del intestino
delgado proximal donde pueden estar libres o unidos a la mucosa por un disco de succion ventral.

4. La excitacion se produce cuando los parasitos transitan hacia el colon. El quiste es la etapa que se
encuentra mas comunmente en las heces no diarreicas.

5. Debido a que los quistes son infecciosos cuando se desechan por las heces o aun un poco después,

es posible la transmision de persona a persona.

*Fuente: CDC
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TROFOZOITO QUISTE

Figura 2. Estadios de desarrollo de Giardia duodenalis y sus principales
estructuras.

*Fuente: ASM Digital Image Collection del Castillo.
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Los quistes, formas de resistencia e infectantes, son ovoides, miden entre
11-14 um de longitud y contienen 4 nucleos y estructuras residuales de la forma
vegetativa (axonemas, restos de disco adhesivo y cuerpos medianos) (Figura 2).
La resistente pared quistica esta formada por una capa filamentosa externa y una
capa membranosa interna, su grosor es de 0.3 a 0.5 ym. Los quistes son
eliminados con las heces fecales y transmitidos directamente a otro hospedero o
a través de vehiculos como agua y alimentos. Se estima que de 10 a 100 quistes
son suficientes como dosis infectante. Después de la ingestion, la exposicién al
acido gastrico induce la activacion del quiste en reposo. En respuesta al pH
alcalino, las proteasas del intestino y sefalizaciones propias del parasito, emerge
una célula que se divide 2 veces sin replicacion del DNA, produciendo

eventualmente cuatro trofozoitos (Uribarren 2014).

¢ Datos clinicos

La sintomatologia clinica de pacientes con giardiosis muestra una gran
variabilidad y depende fundamentalmente de la respuesta inmunitaria del
individuo infectado, mas que de otros factores como la virulencia de la cepa, la
dosis infectante o la duracion de la parasitosis. La giardiosis tiene un periodo de
incubacion de 1 a 2 semanas. Con frecuencia la infeccién cursa asintomatica,
con mala absorcion intestinal imperceptible. Sin embargo, la giardiosis aguda
presenta manifestaciones que incluyen diarrea acuosa o pastosa, esteatorrea
(evacuaciones grasosas, generalmente explosivas y fétidas), dolor epigastrico
postprandial, anorexia, distension abdominal, y flatulencia; y ocasionalmente,

cefalea, febricula, manifestaciones alérgicas (artralgias, mialgias, urticaria). La
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enfermedad aguda puede resolverse en unas semanas, aun sin tratamiento, pero
un porcentaje importante de pacientes desarrolla una parasitosis cronica, con
diarrea recurrente, esteatorrea, evidencia bioquimica de mala absorcion de
grasas, lactosa y otros disacaridos, vitamina A y vitamina B12, disminucion de

peso y deficiencias en el crecimiento y desarrollo infantil (Uribarren 2014).

d Tratamiento

Un gran numero de medicamentos se han usado contra la giardiosis (i.e.,
Tinidazol, Quinacrina, Furazolidona, Albendazol); sin embargo, uno de los mas
utilizados es el Metronidazol que provoca un gran numero de efectos
secundarios, tales como nauseas o vomitos, diarrea, acidez estomacal,
calambres en el abdomen (area del estbmago), resequedad, sensacién de sabor
metalico en la boca, dolor de cabeza, pérdida de apetito, y estrefiimiento (Peraza-
Sanchez y col 2008). Recientemente se ha registrado la resistencia de G.

duodenalis a antiparasitarios (Cuadro 1) (Ansell y col 2015).

Ante el fenomeno de resistencia, diversos grupos de investigacion buscan dar
soporte cientifico al uso tradicional de plantas contra trastornos
gastrointestinales, tomando como base que aproximadamente el 80% de la
poblacion mundial sustenta sus cuidados primarios de salud en el uso de plantas

(WHO 2013).

Ademas, resulta importante mencionar que en la NOM-064-ZO0-2000 se
establece que queda prohibido el empleo de metronidazol y otros farmacos en

animales destinados a consumo humano.

28



Cuadro 1. Reportes de resistencia de tratamientos contra Giardia duodenalis

Tratamiento Evidencia de fracaso del tratamiento Referencia
 Falla del tratamiento en el 16% de 21 Bagai y col
pacientes (2001)

* 6% de 170 pacientes presentaron

Metronidazol infeccidn persistente

Lopez-Velez vy

col (2010)
» Un paciente tratado sin éxito durante 3 Wright y col
afnos con varios cursos de metronidazol (2003)

y otras drogas
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2 Hymenolepiosis

La hymenolepiosis constituye la infeccion por cestodos mas frecuente en el
ambito mundial, particularmente en nifos. El cestodo Hymenolepis spp.
pertenece al orden de los ciclofilideos, fue descubierto por Bilharz en 1851, y
descrito inicialmente como Taenia nana por Von Siebold (1852). En 1906, Stiles
identifico un parasito similar en roedores y lo denominé Hymenolepis nana var.
fraterna. El género Hymenolepis incluye unas 400 especies, pero 3 de ellas han
sido objeto de mayor atencion: H. nana, H. diminuta, y H. microstoma. Los
agentes etiologicos de importancia médica son H. nana y H. diminuta, pero la
mayor proporcion de infecciones humanas se asocian a H. nana. H. nana es el
unico cestodo parasito del humano que presenta un ciclo biolégico que no
requiere de hospederos intermediarios. Por lo tanto, es comun que la
hymenolepiosis se transmita por un mecanismo oral-fecal, la infeccion adquirida a

través de la ingestion de artrépodos es menos comun (Uribarren 2016).

a Epidemiologia

Las parasitosis gastrointestinales, endémicas de los paises en desarrollo, son
un buen indicador de las condiciones sanitarias y ecoldgicas de los hospederos.
A pesar de que H. nana es parasito cosmopolita, las infecciones se concentran
en zonas de climas calido o templado, y seco, en particular en zonas rurales y
marginadas, con condiciones sanitarias deficientes (ambientales, de
infraestructura y educacion) (Uribarren 2016). La hymenolepiosis, con frecuencia
asociada a otras parasitosis (poliparasitismo), se presenta principalmente en

ninos de edad preescolar y escolar, la prevalencia disminuye en personas
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mayores de 15 afios. De manera general, la infeccion en adultos es poco usual
(Quihui y col 2006). También se ha mencionado que la infeccién suele
identificarse en instituciones con medidas sanitarias deficientes, tales como
guarderias. La prevalencia global de hymenolepiosis ocasionada por H. nana
oscila entre 0.1% - 58%. Las diferencias entre los resultados de los diferentes
reportes se atribuyen a variaciones en las condiciones climaticas, disparidad de
factores socioeconémicos entre paises desarrollados y aquéllos en desarrollo, asi
como a la posible falta de resultados epidemiolégicos adecuados en ciertas
localidades desprotegidas, lo que se traduce como la invisibilidad de ciertas
parasitosis y otros problemas de salud (Mohammad y Hegazi 2007; Borjas y col

2009; Abdel-aziz y col 2010; Gamboa y col 2010).

El conocimiento que se tiene de la hymenolepiosis en México deriva en gran
medida de estudios coproparasitoscopicos realizados en municipios
seleccionados (localidades centinela), donde se evalua el impacto de los
programas de tratamiento antiparasitario masivo y de algunos estudios regionales
para determinar prevalencias de parasitosis intestinales en zonas marginadas.
De manera general, los trabajos sobre Hymenolepis spp. son escasos. Las
frecuencias de infeccion en preescolares y escolares varia de acuerdo al area de
estudio, entre ellos: 4.9% y 9% en comunidades de San Luis Potosi (Sanchez y
Miramontes 2011), 22.7% en nifios de Ixtlahuaca, Estado de México (Martinez-
Barbabosa y col 2010), 10% en nifios de Coacalco, Estado de México (Diaz y col
2003), 15.4 % y 9.6% en comunidades de indigenas y mestizos en la sierra de

Nayarit (Guevara y col 2003), 5.3% en zonas urbanas de Colima (Davila-
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Gutiérrez y col 2001), 1.5% en la region fronteriza de Chiapas (Morales-Espinoza
y col 2003), 25% y 23% en nifios de 12 comunidades de Sinaloa y Oaxaca,
respectivamente (Quihui y col 2006). Estos estudios ponen en evidencia las
deficiencias en las condiciones sanitarias y de educacién como factores de riesgo
en la adquisicion de hymenolepiosis, asi como su coexistencia frecuente con
otros patdgenos y comensales cuyo mecanismo principal de transmision es el
oral-fecal, entre ellos G. duodenalis, Entamoeba histolytica/ E. dispar, Entamoeba

coli, Endolimax nana, y Ascaris lumbricoides.

b Morfologia y ciclo biolégico de H. nana

Hymenolepis nana mide de 2 a 4 cm y sus partes principales son escélex, cuello,
y estrébilo (Figura 3) (Cuadro 2). El escolex cuenta con 4 ventosas y un rostelo
retractil armado de una hilera de 20 a 30 ganchos. El numero de proglétidos del
estrébilo varia entre 150 y 200. Los proglétidos gravidos se localizan al final del
estrobilo y estan repletos de huevos (Figura 4); éstos habitualmente se
desprenden y desintegran en la luz del intestino delgado, de manera que los
huevos se eliminan con la materia fecal y también pueden ser causa de
autoinfeccion interna. Los huevos miden 35-45 uym, son ovales, y cuentan una
membrana externa y un embriéforo delgado en contacto con la oncosfera
(embridon hexacanto); esta membrana interna presenta dos engrosamientos
polares de los que se desprenden de 4 a 8 filamentos polares. El embrion
hexacanto tiene 6 ganchos. El huevo es infectante al momento de su liberacion

(Schantz y col 1996).
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Cuadro 2. Caracteristicas generales de Hymenolepis nana.

Especie Hymenolepis nana

Tamano adulto 2 - 4 cm de longitud

0. 3 mm de longitud
Escoélex
Rostelo armado con 20 — 30 ganchos

Numero de proglétidos 100 — 200

Oval 30 — 47 pm
Embrién hexacanto
Huevos

Embriéforo con protuberancias polares

4 — 8 filamentos polares 100 — 200
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Figura 3. Iméees demicroscopl'a de luz de Hymenolepis nana: (A)
Parasitos adultos; (B) escolex con rostelo apical; (C) escolex y segmento
anterior del estrébilo, se aprecian ventosas y el rostelo; y (D) proglétidos
gravidos del escolex.

Fuente: Dr. Jorge Tay Z., Fac. de Medicina, UNAM.
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Figura 4. Ciclo de vida de Hymenolepis nana.
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Hymenolepis nana es un parasito monoxeno, es decir que para completar su
ciclo de vida sélo es indispensable un hospedero. Su habitat abarca desde el
duodeno hasta el segmento ileal del intestino delgado y puede llevar a cabo un
ciclo de vida directo o indirecto. En el ciclo de vida directo, el mas frecuente, el
humano adquiere la infeccién al ingerir huevos del cestodo en alimentos o
bebidas contaminadas con materia fecal. Las oncosferas se liberan de los huevos
y penetran la lamina propia de las vellosidades intestinales, donde se desarrollan
las larvas cisticercoides, las cuales regresan a la luz intestinal transcurridos de 5
a 6 dias y se fijan a la mucosa mediante el escoélex. El cestodo alcanza la fase de
adulto en 3 semanas, con una vida promedio de 4 a 6 semanas. Los proglotidos
gravidos se desintegran en el intestino y liberan huevos infectantes, lo que puede
dar lugar a lo que se denomina autoinfeccidn interna, con desarrollo de
cisticercoides y nuevos parasitos adultos, y a infecciones que persisten durante

afnos en sujetos susceptibles (Schantz y col 1996).

Los huevos eliminados en la materia fecal sobreviven hasta 10 dias en el
medio ambiente. Ocasionalmente, el humano adquiere la infeccion de manera
indirecta (ciclo indirecto) a través de la ingesta de artropodos tales como pulgas
(Xenopsylla cheopis, Ctenocephalides canis, Pulex irritans) y escarabajos,
también llamados “gorgojos” (Tenebrio spp. y Tribollium spp.), que adquieren la
infeccion y desarrollan cisticercoides en el hemocele al deambular en materia
fecal contaminada con huevos del parasito. Los artrépodos pueden encontrarse
en granos, cereales, harinas, especies, chocolates, frutas secas, comidas de

mascotas - semillas para pajaros, comida para peces, perros y gatos, que se
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convierten en fuente de infeccidn para el humano. Los roedores también pueden

infectarse de esta manera (Rossomando y col 2008).

¢ Datos clinicos

La hymenolepiosis es fundamentalmente un problema pediatrico y se
presenta principalmente en edades de los tres a los nueve anos. Diversos
autores han registrado que la aparicion de sintomas exige una carga parasitaria
considerable o masiva, lo cual se correlaciona con datos de laboratorio mediante
estudios coproparasitoscopicos cuantitativos que muestren aproximadamente

15,000 huevos por gramo de heces (Uribarren 2016).

Los signos y sintomas dependen de la intensidad y duracion de la infeccion y
no son especificos; en los casos de poliparasitismo es posible que los sintomas
se deban a otros patégenos. La sintomatologia mas frecuente de la
hymenolepiosis incluye dolor abdominal, meteorismo vy flatulencia, diarrea
periodica, prurito anal, hiporexia y cefalea. También se refiere prurito nasal,
bruxismo e irritabilidad; y de manera esporadica, urticaria y artromialgias. Nifios
con cargas parasitarias elevadas e infecciones cronicas presentan bajo peso y
retraso en el crecimiento pondoestatural; en casos excepcionales se han
registrado convulsiones y enteritis severa, pero es necesario considerar otras
patologias concomitantes (Schantz y col 1996; Di Lernia y col 2004; Chero y col

2007; Rossomando y col 2008).
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d Tratamiento

El farmaco de eleccion es praziquantel, que afecta parasitos adultos y
cisticercoides, y se administra en dosis unica de 25 mg/kg. Los efectos
secundarios mas frecuentes son cefalea, somnolencia, mareo, nausea, vémito,
dolor abdominal, heces blandas, prurito, urticaria, artralgia, mialgia, febricula,
(Ortiz y col 2002; Van Den Enden 2009; Kappagoda y col 2011). En México, las

instituciones publicas de salud recetan albendazol, el cual resulta inefectivo.

B BIODIVERSIDAD DEL ESTADO DE SINALOA

En Sinaloa, los trabajos para caracterizar su riqueza vegetal han sido
insuficientes, algunos de los mas relevantes incluyen los de Riley (1923, 1924),
Gonzalez O. (1927, 1929), Quintanar (1938), Gentry (1940, 1946, 1948) y
Sanchez (1961). En fechas mas recientes se han realizado trabajos sistematicos
encaminados a inventariar la diversidad vegetal del estado de Sinaloa. Entre los
que se pueden mencionar el recuento de la flora de Sinaloa (Vega y col 1989), la
flora de la isla Venados (Flores y col 1996), y el endemismo regional presente en
la flora del municipio de Culiacan (Vega Avina y col 2000). El recuento mas
reciente de la flora de México indica la presencia en Sinaloa de 3736 especies de

plantas vasculares, distribuidas en 1118 géneros y 200 familias (Villasefior 2016).

1 Plantas como fuentes de componentes con actividad antiparasitaria
Las plantas producen metabolitos secundarios, compuestos del metabolismo

no esenciales para su sobrevivencia. Sin embargo, estos metabolitos les
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proporcionan a las plantas ventajas competitivas sobre otras especies,

proporcionan mecanismos defensivos, y facilitan los procesos reproductivos.

Otros organismos que producen metabolitos secundarios son bacterias,
hongos, y organismos marinos (i.e., esponjas, tunicados, corales y caracoles)
(Vaishnav y Demain 2011). Histéricamente, los productos naturales han
desempefado un papel importante en todo el mundo en el tratamiento y la
prevencion enfermedades, ya que ofrecen una amplia diversidad de
componentes que han demostrado tener actividad como agentes antibacterianos
o antifungicos, farmacos contra el cancer, agentes para reducir el colesterol,
inmunosupresores, herbicidas y agentes antiparasitarios; los cuales pueden
actuar por mecanismos de accién diferentes a los de los farmacos tradicionales

(Chin y col 2006; Ghorbani y col 2006).

En México, la Secretaria de Salud ha mostrado que aproximadamente el 90%
de la poblacion usa plantas para atender sus problemas de salud; de este 90%,
la mitad usa exclusivamente a plantas medicinales, mientras que el otro 50% lo
combina con medicina alopata (Mufietén 2009). El conocimiento de la medicina
tradicional constituye una valiosa fuente de informacién para realizar estudios
fitoquimicos y farmacoldgicos. El estudio y la practica de la medicina tradicional
contribuyen a la recuperaciéon del acervo cultural que esta en peligro de
desaparecer ante el avance de la "medicina moderna". Las plantas medicinales
con accion antiparasitaria han sido empleadas por la poblacién desde tiempos
inmemorables. Algunos trabajos en los cuales se demuestran y caracterizan los

compuestos asociados a su actividad antiparasitaria se resumen en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Estudios de plantas utilizadas por su actividad antiparasitaria

Uso tradicional

Actividad biolégica

Compuestos asociados

Referencia

Saborizante, antiemético, mejorar
digestion

Propiedades antioxidantes, anti-
inflamatorias, antidiarreicas,
antibacterianas, antivirales y antifungicas

Alcaloides, saponinas, taninos,
glucodsidos y flavonoides

Dyab y col
(2016)

Saborizante, mejorar digestion

Propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, antitumorales y
antimicrobianas.

Curcumina

Dyab y col
(2016)

Decoccion de la corteza utilizada
como ducha, astringente en
gonorrea, cistitis, vaginitis,
leucorrea, prolapso del utero y
pilas.

Hemorragias, resfriado, diarrea,
tuberculosis, lepra, resfriados, bronquitis,
diarrea, hemorragias y leucoderma

Esteroides, alcaloides, taninos,
azucares reductores, terpenoides,
saponinas, glicosidos, acido galico,

Acido pirocatecol, (+) -catequina, (-)
5-epigalocatequina ,7-digalato

Kabbashi y
col (2016)

Decoccién como antiparasitario
natural, y para mejorar digestion.

Actividades antibacterianas, antifungicas,
antivirales y antiinflamatorias

Terpenoides, flavonoides y
compuestos polifendlicos

Mahmoud
(2014)

Casos
inflamatorios como picaduras de
abejas, hormigas vy artritis

Antiprotozoario, antibacteriano, repelente
de insectos, anti-hemorroides

Rahimi-
Esboei y col
(2013)

Nauseas, flatulencia, vomitos,
indigestion, calambres
estomacales, menstruacion
calambres y parasitosis

Actividades carminativas, estimulantes,
antiespasmaodicas, antisépticas,
antiinflamatorias, antibacterianas y
antifungicas

1,8-cineol, limoneno, linalol y mentol

Vidal y col
(2007)

Parasitos intestinales

Tratamiento de los signos clinicos
asociados a giardiasis

Metabolitos secundarios como
alcaloides, flavonoides, fenoles,
saponinas, taninos y
Cucurbitacinas

Elhadi y col
(2013)

Infecciones de gusanos
intestinales

Actividad hepatoprotectora

Alcaloides: vasicina y vasicinona

Yadav y
Tangpu
(2008)

Problemas intestinales y como un
diurético

Accién hepatoprotectora

Flavonoides

Gadelha y
col (2005)

Enfermedad parasitaria,
indigestion, diabetes, reumatismo
y dolor en las articulaciones

Antidiabética, antihiperlipidémica,
antioxidante e hipotensora

Quercetin-3-glucurdnido, linalol,
alcanfor, acetato de geranilo, geraniol
y cumarinas

Hosseinzad
ehy col
(2016)

Planta Parte
usada
Jengibre
(Zingiber Raiz
officinale)
Curcuma Raiz
(Curcuma longa)
Goma arabiga
(Acacia nilotica) Corteza
Canela
(Cinnamon Corteza
eylanicum)
Sauquillo Hojas,
(Sambucus frutas y
ebulus) rizomas
Menta piperita
(Mentha x piperita Hojas
Lin.)
Calabaza
(Cucurbita maxima Semillas
Dy Cucurbita
pepo L)
Adhatoda vasica
(Malabar, Hojas
originaria de Asia)
Arbol de las pasas
(Hovenia dulcis Hojas
Thunb)
Cilantro
(Coriandrum Semillas
sativum)
Mazorquilla Hojas

(Cassia alata)

Laxante

Antiinflamatorias, enfermedades cutaneas
y respiratorias

Antraquinonas y polifenoles

Kundu y col
(2012)




a Pithecellobium dulce

Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth, comunmente conocido como
guamuchil, es una planta utilizada como fuente de alimento y medicamento,
entre otros usos. El guamuchil es un arbol nativo de México y de amplia
distribucion en las zonas tropicales del pais, se desarrolla en altitudes de 0 a
1500 m.s.n.m. Algunas regiones donde es posible encontrarlo son Tamaulipas,
San Luis Potosi, Hidalgo, Querétaro, norte de Veracruz, y en la parte mas seca
de la peninsula de Yucatan; en el Pacifico, desde Baja California y Sonora

hasta Chiapas, incluyendo la cuenca del rio Balsas (CONABIO 2009).

1) Descripcion botanica

La clasificacion taxonémica de P. dulce se muestra en el Cuadro 4, el
arbol tiene una altura de hasta 20 m y un diametro a la altura del pecho de 80
cm hasta 1 m, sus ramas estan provistas de espinas. Tiene una copa piramidal
o alargada, ancha y extendida, muy frondosa, Las hojas se presentan en
espiral, aglomeradas, bipinnadas de 2 a 7 cm de largo, con un par de foliolos
secundarios sésiles y con un haz de color verde palido mate. El fruto es una
legumbre péndula de hasta 16 cm de largo de color verde rojizo a rosado
enroscada, contraida entre las semillas, las cuales son dehiscentes y con
numerosas semillas de color negro envueltas por un arilo carnoso (Martinez

1994; CONABIO 2009).
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Cuadro 4.Clasificacion taxondmica del Guamuchil

Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Fabales
Familia Fabaceae

Subfamilia Mimosoideae

Género Pithecellobium
Especie Pithecellobium dulce

Fuente: CONABIO 2009
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2) Usos etnobotanicos de Pithecellobium dulce

El guamuchil es un arbol ampliamente utilizado por sus propiedades
antidiarreicas y antihelminticas, principalmente infusiones de la corteza del arbol. Es
comun usar el guamuchil en combinaciéon con otras plantas para potenciar su
efecto, por ejemplo, con las cortezas de guayaba (Psidium guajava), guaje
(Leucaena esculenta), la raiz de granado (Punica granatum) o manrrubio (Waltheria
americana), y se toma la infusion por tres dias. La corteza de guamuchil también
suele mezclarse con el hueso de aguacate (Persea americana), la corteza de
cuayotomate (Vitex mollis), y el pericarpio de granada (Punica granatum) para
preparar un té, al cual se le agrega una pizca de ceniza para tomase como agua de
uso hasta que desaparezca el malestar. Para la disenteria comun y la que presenta
moco se combinan las cortezas de guamuchil, nanche (Byrsonima crassifolia) y
guayaba (Psidium guajava) y se ingieren en forma de té. Para combatir las
lombrices y amibas es suficiente comer el fruto de guamuchil en ayunas por siete

dias 0 mas si es necesario (Rzedowski y Rzedowski 1985a).

3) Estudios cientificos sobre Pithecellobium dulce.

Diferentes actividades bioldégicas se han asociado a Pithecellobium dulce:
actividad antiinflamatoria asociada a las saponinas triterpénicas aisladas de semillas
y a extractos etandlicos de partes aéreas, asi como actividad antibacteriana contra

Staphylococcus aureus (Osuna Torres y col 2005).

De la corteza del guamuchil se han aislado y caracterizado algunos flavonoides

oligoméricos (Nigam y col 1997) y en la semilla se han encontrado esteroles, acidos
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grasos Yy glicolipidos. Los lipidos mas representativos son el B-sitosterol, acidos
palmitico, oleico y linoléico; y el azucar predominante en los glicolipidos es la
galactosa. Por otro lado, a partir de extractos metandlicos de semillas desgrasadas
se han caracterizado varias saponinas entre ellas la dulcina y otras conocidas
genéricamente como pitheduldsidos (Kulkarni y col 1991; Sahu y Mahato 1994). De
distintas partes del arbol se han aislado los esteroles 22-estigmas-tadien-3-ol-3-D-
glucopitandsido, campesterol, estigmasterol, sitosterol, daucosterol; saponinas; asi
como alcaloides y taninos. En las semillas se encuentran saponinas o
monodesmosidos, 7 epiteduldsidos A-G. En el aceite esencial de las semillas se ha
encontrado la B-amirina (triterpeno) y el B-sitosterol (esterol). En el duramen, los
flavonoides campferol, quercetina y sus derivados glucosidicos; y el esterol
espinasterol. En hojas se han identificado los flavonoides afzelina, ramndsido de
campferol, quercitrina, campferol, quercetina; y el esterol espinasterol; y en la raiz,
los esteroles campesterol, estigmasterol, sitosterol, y daucosterol (Rzedowski y
Rzedowski 1985b; Argleta 1994; Sahu y Mahato 1994; Osuna Torres y col 2005).
En adicién, el Cuadro 5 muestra otros estudios que han demostrado diversas
actividades biologicas de las distintas partes de Pithecellobium dulce y han

caracterizado algunos de los compuestos asociados.
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Cuadro 5. Usos y Actividades de Pithecellobium dulce

Metabolitos o

Parte Actividad
Uso tradicional compuesto Referencia
usada biologica .
relacionado
Astringentes,
emolientes,
. o o Compuestos Sugumaran y
Hojas abortifiacientes, Antioxidantes _
. . fendlicos col (2008)
antidiabéticas, dolor
y Ulceras venéreas
Lisozima
_ Esteroides, )
Polvo de semillas se _ _ Manikandan y
] o saponinas, lipidos,
_ da por via oral en Antifungica _ col (2006)
Semillas . fosfolipidos, .
ayunas para curar la  Antiulcerosa o Nagmoti y
. glucosidos,
diabetes _ _ Juvekar (2013)
glicolipidos y
polisacaridos
Fendlicos y
Suplemento flavonoides:
Frut dietético por su alto  Antidiabético,  quercitrina, rutina, Megala y
ruto
valor nutritivo y antihelmintico kaempferol, Geetha (2012)
medicinal naringina y
diadzeina
Astringente en
disenteria, febrifugo Estrogénica _
Cortezay . . L Catecol, cumarinas Katekhaye y
. y también es util en  antidiabético y _ _
raices y triterpenoides. Laddha (2015)

dermatitis e

inflamacion ocular

antinflamatorio
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a Zizyphus sonorensis S. Wats

Zizyphus sonorensis S. Wats, su clasificacion taxondmica se muestra en el
Cuadro 6, es un arbol que puede alcanzar hasta 12 m de altura, se conoce como
nanchi de la costa en la region del noroeste de México; y en otras regiones como
amolillo, jabon, limoncillo (Michoacan); amolli (nahuatl); corongoro (purépecha)

(Michoacan y Guerrero).

En la literatura, esta planta ha sido identificada como Rhamnus amole Sess &
Moc. (Ziziphus amole), Ziziphus sonorensis S. Watson, Ziziphus seleri Loes, y
Ziziphus endlichii Loes (Gonzalez J 2009). El nanchi de la costa se ha utilizado
como forraje y por tradicion, la infusién de la corteza del tallo se ha utilizado como
un agente antiparasitario (Shreve & Wiggins 1964; Martinez 1994).
Tradicionalmente la corteza del Zizyphus sonorensis se utiliza con fines
medicinales. El cocimiento de un trozo de corteza se usa para lavar heridas y
llagas externas de personas y animales. La raspadura de la corteza bien
pulverizada se aplica en forma de cataplasma para secar y cicatrizar las heridas
y/o llagas externas (Gonzalez J 2009). Por otra parte, el cocimiento de la corteza
de este arbol, junto con la del cuachalalate (Amphipterygium adstringens) se
emplea para aliviar las Ulceras gastricas (Ruiz-Teran y col 2008). La infusion de
la corteza y ramas se utiliza para tratar la diabetes. El cocimiento de la corteza
junto con otras plantas (no mencionadas) se aplica en forma de bafios con el
objeto de mejorar la circulacion y la digestién (Gonzalez J. 2009). El fruto de

nanchi de la costa, de consumirse, es una buena fuente de fibra total dietaria

46



Cuadro 6. Clasificacion taxonémica de nanchi de la costa

Reino Plantae

Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Rhamnales
Familia Rhamnaceae
Género Zizyphus
Especie Zizyphus sonorensis

Fuente: Gonzalez J. 2009
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(18.55 g /100 g b.h.) y minerales como calcio (215 mg/100 g b.s.), cobalto (1.7
mg/100 g b.s.), cobre (0.53 mg/100 g b.s.), cromo (0.9 mg/100 g b.s. ), hierro (10
mg/100 g b.s.), potasio (870 mg/100 g b.s.), sodio (400 mg/100 g b.s.), niquel
(8.6 mg/100 g b.s.) y zinc (4.2 mg/100 g b.s.). La inclusion de Z. sonorensis en la

dieta podria contribuir a la nutricion y salud (Montiel-Herrera y col 2005).

Los conocimientos cientificos sobre Z. sonorensis son escasos, durante la
revision de literatura realizada para esta investigacion no se encontraron estudios
que demuestren que metabdlitos secundarios se asocian y validan las

actividades biologicas relacionadas con sus usos tradicionales.

1) Usos etnobotanicos y estudios cientificos de Zizyphus spp.

Algunas especies del género Zizyphus (Rhamnaceae) (Cuadro 7) se utilizan
en la medicina popular para el tratamiento de trastornos digestivos, debilidad,
problemas del higado, obesidad, problemas urinarios, diabetes, infecciones de la
piel, fiebre, diarrea e insomnio. De las diferentes especies del género Zizyphus se
han aislado e identificado glucésidos de péptidos y ciclopéptido alcaloides,
flavonoides, esteroles, taninos, acido betulinico, y saponinas triterpenoidales

(Adzu y col 2001).

a) Zizyphus mauritiana

Tradicionalmente, las frutas de Zizyphus mauritiana se han utilizado para tratar
pequefias heridas, fiebre, ulceras, purificacién de la sangre, nauseas, vomitos,
indigestion, disenteria, trastorno de estobmago y dolencias pulmonares (Adzu y col

2001). En diferentes localidades de Bangladesh, la corteza se utiliza
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Cuadro 7. Usos tradicionales y actividades biolégicas de Ziziphus spp.

Parte

Planta Uso tradicional Actividad biolégica Referencia
usada
Pequerias heridas, fiebre, Actividad
Ulceras, purificacion de la antioxidante, funciona
. . Adzu y col
- sangre, nduseas, vomitos, como analgésico,
Z. mauritiana Fruto o . . . (2001).
indigestion, disenteria, presenta también
trastorno de estomago y actividad citotoxica y
dolencias pulmonares antidiarreica
Semilla y Actividad Cheng y col
Z. jujuba Sedante . i
corteza antiglucémica (2000).
Shah y col
Actividad
, . , . (1990)
Z.nummularia Corteza Dolor de estdmago antibacteriana y
. Bachaya y
analgésica
col (2009)
Raiz, Irritaciones de garganta, Actividad anti- .
. ] Chouaibi y
Z. lotus corteza, broncopulmonares y por sus inflamatoria y | (2012)
co .
hoja y fruto propiedades antidiabéticas. analgésica
. . D Adzu y co
Z. spina-christi Corteza Dolor de estébmago Efectos antidiarreicos (2003)
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tradicionalmente para diferentes dolencias, por ejemplo, como astringente y
remedio para la diarrea, heridas y ulceras (Gani 2003; Yusuf y col 1994). El
extracto etandlico de corteza de Z. mauritiana se ha encontrado que posee
actividad antioxidante, funciona como analgésico, presenta también actividad
citotoxica y antidiarreica; un estudio fitoquimico mostré la presencia de
alcaloides, taninos, azucares reductores, esteroides, flavonoides y gomas que se
asocian a las actividades biologicas (Rahman 2011).
b) Zizyphus jujuba

Zizyphus jujuba es un arbol o arbusto mediterraneo utilizado como un
antidiabético. En la corteza de la raiz se han identificado alcaloides ciclopéptidos,
flavonoides y saponinas; en particular, saponinas acetiladas han sido reportadas

como agentes antiglucémicos muy activos (Maciuk y col 2004).

Las semillas de Ziziphus jujuba de Mill var. Spinosa (Bunge) se utilizan como
un medicamento sedante en China. En el extracto de EtOH acuoso al 95% de las
semillas se caracterizaron ocho flavonoides: puerarina, 6"-feruloilespinosina,
apigenina-6-C-3-D-glucopirandésido (5,7,4'-trihidroxi-flavona-6-C-3-D
glucopiranésido), espinosina, 6"-feruloilisoespinosina, isoespinosina, isovitexin-
2"-O-B-D-glucopiranésido (5, 7, 4'-trihidroxiflavona-6-C-B-D-glucopiranosil-(1-2)-

C-B-D -glucopiranésido) (Cheng y col 2000).
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c) Zizyphus nummularia

Zizyphus nummularia es muy importante en el sistema etnomedicinal de
algunos paises del medio oriente, su corteza tiene actividad antibacteriana y

analgésica (Shah y col 1990).

Diferentes extractos de plantas han demostrado anteriormente que pueden
afectar a la biologia de los huevos de parasitos. Al contrastar la actividad del
extracto de corteza de Z. nummularia y de Levamisol, antihelmintico sintético, se
registrd6 que los taninos condensados de Z. nummularia alteran los procesos
vitales (i.e., alimentaciéon y la reproduccidon) o pueden unirse y perturbar la
integridad de la cuticula de los parasitos. Los efectos antihelminticos de taninos
pueden atribuirse a su capacidad para unir la proteina libre disponible en los
tubos para la nutricién de las larvas, y por lo tanto la disponibilidad reducida de
nutrientes podria llevar a la inanicion de larvas o a la disminucién directa del
metabolismo gastrointestinal, debido a la inhibicion de la fosforilacién oxidativa,

causando la muerte larval (Bachaya y col 2009).

d) Zizyphus lotus

Zizyphus lotus, conocido como “Sedra” en Tunez, se utiliza como un
emoliente pectoral para tratar irritaciones de garganta, broncopulmonares y por
sus propiedades antidiabéticas. La corteza de la raiz de Z. lotus tiene actividades
anti-inflamatorias y analgésicas, sus extractos acuosos y organicos se

caracterizan por la presencia de flavonoides y taninos.
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Extractos obtenidos de raices, cortezas, hojas y frutos de Z. lotus presentan
actividad anti-ulcerosa. Asimismo se ha demostrado que esta planta ejerce
actividad anti-inflamatoria y constituye una fuente potencial de farmacos
analgésicos (Chouaibi y col 2012).

e) Zizyphus spina-christi

Zizyphus spina-christi es un arbol con ramas espinosas y se utiliza como
cobertura para formar cercos defensivos para el ganado. La fruta tiene una pulpa
comestible dulce, las hojas se aplican localmente en llagas, y las raices se
utilizan para curar y prevenir enfermedades de la piel. La infusién de corteza de
la raiz de la planta se utiliza tradicionalmente en el norte de Nigeria como un
remedio contra el dolor de estbmago y otras dolencias del tracto gastrointestinal

(Adzu y col 2001).

Algunos estudios farmacoldgicos indican que el extracto acuoso de corteza
de raiz de Z. spina-christi tiene una actividad antinociceptiva en ratones y ratas
(Adzu y col 2001) y un efecto depresor central en ratones (Adzu y col 2002). Por
otro lado, el extracto metandlico de la corteza de la raiz Z. spina-christi mostro

efectos antidiarreicos en rata (Adzu y col 2003).

El extracto metandlico del fruto de Z. spina-christi presenta un gran numero
de flavonoides de gran diversidad estructural. Un estudio mostré la presencia de
O- y C-glicésidos de flavonoides. Quercetina y kaempferol se encontraron como
agliconas. También se registraron dos derivados de dihidrochalcona. Los

flavonoides glicosilados contenian uno, dos, o tres restos de azucar, entre ellos,
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quercetin 3-O-robinobidsido, quercetin 3-O-rutindsido, kaempferol 3-O-rutinésido,

y quercetin 3-O-B-D-xilosil (1-2) —a-L-ramnosido (Pawlowska y col 2009).

Preparados de hojas de Z. spina-christi disminuyen el nivel de glucosa; este
efecto estda mediado por la liberacién de insulina; el cual puede ser debido al
bloqueo de los canales KATP® en las membranas de las células beta
pancreaticas. Ademas, sugieren que el uso de la preparacion de hojas de Z.

spina-christi como antidiabético es seguro (Abdel-Zaher y col 2005).

53



IV JUSTIFICACION

Las enfermedades parasitarias estan ampliamente distribuidas en el mundo y
son un problema de salud publica que afecta primordialmente a los paises en
desarrollo. Los medicamentos disponibles en el mercado para el tratamiento de
estas parasitosis presentan baja efectividad, efectos secundarios, y ya se ha
identificado el fendmeno de resistencia de los parasitos. Por ello, existe la
necesidad de nuevos compuestos bioactivos y las plantas, usadas
tradicionalmente para estos fines, representan una buena opcion. La gran
diversidad de plantas de México debe mantenerse mediante estrategias de
aprovechamiento sustentable y revertir la acelerada pérdida que actualmente se
registra. EI guamuchil (Pithecellobium dulce) y nanchi de la costa (Zizyphus
sonorensis) se han utilizado para diferentes fines medicinales y la corteza
comunmente como antiparasitario. Sin embargo, esta actividad biolégica no se ha
demostrado cientificamente y los estudios quimicos de estas plantas aun son
muy escasos. Por lo anterior, en el presente trabajo se avanzara en la
caracterizacién quimica de los componentes de los extractos de las cortezas de
Zizyphus sonorensis y Pithecellobium dulce y de su posible asociacién con la

actividad antiparasitaria contra Hymenolepis nana y Giardia duodenalis.
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V OBJETIVOS

A OBJETIVO GENERAL

Demostrar la actividad in vitro contra Hymenolepis nana y Giardia duodenalis
de extractos de cortezas de nanchi de la costa (Zizyphus sonorensis) y guamuchil

(Pithecellobium dulce) y su asociacion con componentes quimicos especificos

B OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la actividad antiparasitaria in vitro de extractos de la corteza nanchi

de la costa y guamuchil sobre H. nana 'y G. duodenalis.

Identificar las fracciones de los extractos de cada planta, que presenten

mayor actividad antiparasitaria.

Establecer la composicion fitoquimica global de los extractos y fracciones

cromatograficas con mayor actividad antiparasitaria.

Determinar la estructura de compuestos puros con actividad antiparasitaria.

Evaluar la toxicidad de extractos/fracciones con actividad antiparasitaria

obtenidos de la corteza de guamuchil o nanchi de la costa.
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VI MATERIALES Y METODOS

A MATERIALES

1 Material vegetal

Se colectaron cortezas de tallos de arboles de nanchi de la costa (Zizyphus
sonorensis S. Watson) y guamuchil (Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth) del valle
de Sinaloa y se transportaron al Laboratorio de Quimica de Productos Naturales
de la MCTA. Las plantas fueron identificadas y cotejadas con especimenes del
herbario de la Facultad de Agronomia, Universidad Autbnoma de Sinaloa, por el

Dr. Rito Vega Avifa.

2 Material biolégico

a Trofozoitos de Giardia duodenalis

La cepa de Giardia duodenalis WB fue donada por el Departamento de
Patologia Experimental, del Centro de Investigaciones y de Estudios Avanzados

del Instituto Politécnico Nacional, México, D.F.

b Adultos de Hymenolepis nana

Los parasitos adultos de H. nana se obtuvieron a partir de ratones Balb/C de
4-6 semanas de edad, infectados experimentalmente a partir de una cepa

obtenida de humano.
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3 Reactivos

Se emplearon los medios de cultivo: peptona y extracto de levadura (BD
Bioxon). Los siguientes reactivos fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EE.UU): N,O-bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (BSTFA) + 1% cloruro de

trimetilsilano (TMSCI). Los disolventes fueron destilados previamente a su uso.

B METODOS

1 Obtencion de los extractos de las cortezas

Las cortezas de nanchi de la costa (N) y guamuchil (G) se secaron a
temperatura ambiente, se molieron y tamizaron por una malla # 40 para obtener
las harinas correspondientes. A partir de las harinas se prepararon extractos
acuosos (1:50 p/v), metandlicos (1/15 p/v), y hexanicos (1/15 p/v). Una porcién de
harina fue desgrasada con hexano y fue utilizada para obtener extractos con
agua (1:50 p/v) y metanol (1/15 pl/v) (Figura 5). Los extractos hexanicos y
metanolicos se concentraron en un rotavapor a 40 °C (BUCHI R-125 Brinkamm
Instruments, EE.UU), mientras que los acuosos fueron liofilizados (The Virtis
Company, New York, EE.UU.). Los concentrados obtenidos fueron extractos de
harina entera: acuosos de nanchi de la costa (EA-N) y de guamuchil (EA-G);
metandlicos de nanchi de la costa (EM-N) y guamuchil (EM-G); y hexanicos de
nanchi de la costa (EH-N) y de guamuchil (EH-G). Los concentrados de harina
desgrasada fueron: acuosos de nanchi de la costa (EA-DN) y de guamuchil (EA-

DG); y metandlicos de nanchi de la costa (EM-DN) y de guamuchil (EM-DG).
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Figura 5. Esquema general de la preparacion de los diferentes extractos

usados en la evaluacion de la actividad antiparasitaria.
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2 Actividad antiparasitaria in vitro contra Giardia duodenalis

Para el cultivo de trofozoitos de Giardia duodenalis se utiliz6 medio TYI-S-33
adicionado con antibidtico (0.5 % v/v) y suero fetal bovino inactivado (SFB). Los
reactivos utilizados para preparar el medio (Cuadro 8) se disolvieron en agua
tridestilada estéril, ajustando a pH 7 con NaOH 1 N y posteriormente se esterilizd

el medio por filtracion (Keister 1983).

a Criopreservacion de la cepa de G. duodenalis

La cepa de G. duodenalis se preservo en medio TYI-S-33 suplementado con
SFB al 20% (v/v) y DMSO (dimetil sulfoxido) al 10 % (v/v). Se preparé un
concentrado de trofozoitos de G. duodenalis a partir de un cultivo de 48 h de
incubacion; para tal fin, los tubos con el cultivo fueron introducidos en hielo
durante 40 min para desprender los parasitos de las paredes, se centrifugaron a
2500 rpm/5 min (BECKMAN, GS-6, EE.UU.), el sobrenadante fue decantado y el
concentrado se resuspendiéo en 1 mL de medio con las caracteristicas descritas
anteriormenente. Las muestras se colocaron en crioviales, se congelaron de

inmediato con nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su utilizacion.

b Cultivo de trofozoitos de G. duodenalis

La cepa de G. duodenalis, almacenada a -80 °C, fue descongelada a 37 °C
en una campana de flujo laminar. La suspensién (1 mL con G. duodenalis y
DMSO) fue transferida del criovial a un tubo de vidrio de 15 mL con tapa de
rosca, se le anadieron 9 mL de medio TYI-S-33 suplementado con SFB (15%

vlv), la mezcla se agitd y centrifugb a 2500 rpm por 5 min
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Cuadro 8. Reactivos utilizados en la preparacion del medio TYI-S-33

Reactivo Cantidad
NaCl 200 mg
KoHPO4 100 mg
KH2PO4 60 mg
Peptona tripticasa (BD BIOXON 230500) 29
Extracto levadura (BD DIFCO 212750) 19
D-(+)- Glucosa (SIGMA G5767) 19
Cisteina (SIGMA C7352) 200 mg
Ac. ascérbico (SIGMA A7506) 20 mg
Citrato férrico (SIGMA F5879) 2.28 mg
Bilis (SIGMA B3883) 50 mg
Antibidtico (SIGMA A5955) 500 pL
Suero fetal bovino (SIGMA S01520) 10 mL
Agua tridestilada cbp 100 mL
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(BECKMAN, GS-6, EE.UU.) para eliminar los restos de DMSO presentes. El
sobrenadante se decantd, la pastilla se resuspendié en 13 mL de medio TYI-S-33
suplementado con SFB (15% v/v) y la mezcla se incubd por 24 h a 37 °C (Fischer
scientific, EE. UU.). Transcurrido el tiempo, se le realiz6 cambio de medio,
suplementado con SFB al 15% y se incubd. Después de 24 h, se tomaron 10 mL
y se dividieron en dos tubos. A cada tubo se le adiciond medio nuevo
suplementado con SFB (10%) para tener un volumen final de 13 mL. Los tubos
fueron incubados por 48 h a 37 °C y se prosiguioé a la evaluacion de actividad
antiparasitaria de los diferentes extractos. Se necesitaron un maximo de cuatro

tubos con cultivo para cada ensayo.

¢ Evaluacion de la actividad antiparasitaria in vitro de los extractos

La determinacion de la viabilidad de los trofozoitos de G. duodenalis se
realizé usando el colorante azul de tripano al 4%. Una alicuota de 100 yL del
cultivo perfectamente homogenizado se mezclé con 10 uL de la disolucion del
colorante; la mezcla se homogenizé y se colocaron 10 yL en una camara de
Neubauer para realizar la observacion microscopica y los recuentos. Los criterios
de viabilidad a evaluar fueron la movilidad, los cambios morfologicos y la
retencion del colorante por los trofozoitos. La concentracién de células utilizadas
fue de 1 X 10° células/mL. Una vez preparado el cultivo se procedid a la
evaluacion de las muestras. Los extractos fueron evaluados a 500 ug/mL, en
base al criterio de clasificacidon de la actividad giardicida in vitro establecido por
Amaral y col (2006), donde extractos de plantas con valores de ICsy mayores o

iguales a 500 pg/mL son inactivos. El ensayo se llevo a cabo en placas de 96
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pozos donde se colocaron 200 pL de la muestra de Giardia (1 X 10° células) y
100 pL de los extractos (500 pg/mL 0.5% de DMSO) en medio TYI-S-33. Como
control negativo se utilizd solvente DMSO al 0.5% en medio TYI-S-33 (sin
extracto) y para el control positivo se afadié metronidazol (10 ug/mL). Las placas
se incubaron a 37 °C durante 24 h (5 % de CO,), se centrifugaron (2500 rpm/ 5
min) (Sorvall ST8 Centrifuge, Thermo Fisher Scientific, China), se le realizaron
lavados con PBS 10 mM (pH 7.4) para eliminar los restos de medio TYI-S-33, los
trofozoitos se resuspendieron en 200 uL de PBS, se adicionaron con 20 uL de
MTT (5 mg/mL), y se incubaron nuevamente durante 4 h. Pasado este tiempo, las
placas fueron centrifugadas (4200 rpm/ 15 min), se removieron 200 pL del
sobrenadante y las sales de formazan formadas por las células vivas se
disolvieron anadiendo 200 pL de DMSO, se agitaron y posteriormente se
determind su absorbancia a 560 nm (Multiskan Bichromatic, Fisher Scientific, EE.
UU.). El porcentaje de inhibicién de crecimiento se calcul6 con la férmula:

Abs. — Abs,,

% Inhibicién = ( —
C

) * 100
Donde Absc = Absorbancia del control y Absy = Absorbancia de la muestra.

3 Actividad antiparasitaria contra Hymenolepis nana

a Obtencidn de los parasitos adultos
A partir de ratones Balb/C infectados experimentalmente, se obtuvieron
parasitos adultos de H. nana con proglétidos gravidos. De éstos se liberaron los

huevos para infectar nuevamente ratones Balb/C de 4-6 semanas de edad y
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contar con un numero suficiente de parasitos adultos para realizar los estudios de

actividad antiparasitaria de los extractos.

La infeccibn en los ratones se verific6 mediante analisis
coproparasitoscopicos por el método de Faust (Botero y col 2003). Los ratones
fueron sacrificados a los 17 dias post-infeccidn. Posteriormente, fueron disecados
para recuperar el intestino delgado, del cual se recuperaron los parasitos adultos
que se mantuvieron en medio Hank's (pH 7.6, 37 °C) hasta el momento del
ensayo. En los ensayos de actividad antiparasitaria se evalud la viabilidad,
movilidad e integridad fisica de los parasitos adultos a través de microscopia de
luz. En estudios previos realizados en nuestro grupo de trabajo se demostrd que
los adultos de H. nana se mantienen viables por mas de 72 h en el medio de
Hank's bajo las condiciones anteriormente descritas (datos no publicados). Los
ensayos de actividad se realizaron dentro de la hora posterior a la obtencién de

los parasitos adultos.

b Evaluacion de la actividad antiparasitaria in vitro de los extractos contra

H. nana

La actividad antiparasitaria de los extractos (50 mg/mL) contra H. nana se
determiné como se indica en la Figura 6. El antiparasitario comercial utilizado
como control positivo fue Praziquantel (PZQ), a 25 mg/mL y como control

negativo se utilizé medio de Hank’s.
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] Extractos de harina entera: Medio de
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Figura 6. Estrategia general para la determinacién de la actividad contra
Hymenolepis nana de los extractos de nanchi de la costa (N) y de guamuchil
(G). Los extractos con diferentes solventes fueron preparados a partir de harina
entera (acuosos, EA-N y EA-G; metandlicos, EM-N y EM-G; y hexanicos, EH-N
y EH-G) y desgrasada (acuosos, EA-DN y EA-DN; metandlicos, EM-DN y EM-
DG).

* Ensayo de reversibilidad. Los parasitos inmoviles se transfirieron a

solucion salina isotdnica (SSI) para determinar si recuperaron la movilidad
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¢ Determinacién de la viabilidad de los parasitos

La determinacion de la viabilidad se llevd a cabo mediante el uso del
colorante de exclusion azul de Evan's (Orihel y Ash 2010). En cada uno de los
tratamientos a los parasitos inmovilizados se les evalud la viabilidad, los parasitos
se colocaron en una capsula de vidrio, se le agregaron de 3 a 5 gotas de
colorante, y se dejaron en reposo por 5 min para permitir la fijacidn.
Posteriormente, los parasitos se lavaron con solucién salina (NaCl 0.85%) para
retirar el exceso de colorante y se observaron al estéreo-microscopio para
apreciar las zonas de fijacion. Una tincion positiva indica que el parasito esta

muerto.

4 Caracterizacion fitoquimica de los extractos con mayor actividad

antiparasitaria

a Determinacion cualitativa de los metabdlitos secundarios presentes en

los extractos

La identificacion cualitativa de los metabdlitos secundarios en los
extractos/fracciones de interés se realizé6 con pruebas en tubo de ensaye y su
confirmacion por cromatografia en capa fina, mediante reactivos y reveladores
especificos para cada familia de compuestos, i.e., alcaloides, azucares
reductores, cardioténicos, cumarinas volatiles, derivados antracénicos libres,
flavonoides, saponinas, taninos vy triterpenos o esteroides (Sthal 1973; Harborne

1984; Lock 1994) (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Reacciones para la identificaciéon de metabdlitos secundarios.

Familia Reactivo Observaciones
D rff; M ; I ion: Rojo- ja;
Alcaloides ragendorff; Mayer; Coloracion: Rojo nara’nja,
Wagner Blanco-crema; Marrén
Azucares Reactivo de Tollens: Espejo color plata en las paredes
reductores del tubo

NaOH, AgNO3; y amoniaco

Cardiotonicos

Baljet; Kedde; Raymond-
Marthoud; Keller-Killiani

Coloracion: Roja, naranja- rojiza
o violeta; Rosa o azul-violeta;
Roja, naranja-rojiza o violeta

Coloraciones intensas

Bano maria de la muestra

Cumarinas ) En luz UV, presencia de
fex tapada con papel filtro . .
volatiles . fluorescencia amarilla
impregnado con NaOH
Derivados ., ..
L . Coloracion rojiza en la fase
antrancénicos Borntrager
. acuosa
libres

Flavonoides

Fragmentos de Mg y HCI

Diversas coloraciones que varian
para las diversas estructuras

Bafo maria, enfriar y agitar

Saponinas . Formacion de espumas
vigorosamente
Coloracién: azul, taninos
Taninos Cloruro férrico hidrolizables; verde, taninos

condensados

Triterpenos o
esteroides

Libermann-Burchard

Coloracién verde

Fuente: Lock (1994); Harborne (1984); Stahl (1973).
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b Separacion y analisis cromatografico de extractos de las cortezas de

nanchi de la costa y guamuchil
La separacion y analisis cromatografico fue biodirigido en relacion con la
actividad antiparasitaria in vitro. La composicion de los extractos mas activos se

analiz6 hasta asociarla a compuestos quimicos.

¢ Cromatografia en capa fina

Se utilizaron placas de gel silice, en donde se colocoé cada muestra con un
capilar, aplicandola aproximadamente a 0.5 cm de la parte inferior. La muestra se
concentrd sobre la placa, repitiendo la aplicacion de varias gotas sobre el origen,
dejando secar entre aplicaciones. Se dejo secar la muestra, para posteriormente
colocar la placa dentro de una camara cromatografica, la cual contenia la fase
movil para la resolucidon cromatografica. Las manchas cromatograficas se
detectaron por observacion bajo luz visible, luz UV (onda corta y larga) y después
por revelado quimico (Harborne 1984). Para cada mancha se determiné el factor

de retencion (Rf).

5 Caracterizacién espectroscépica y espectrométrica de extractos con

actividad antiparasitaria

a Anadlisis de los extractos con actividad anti-Giardia mediante
Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas (CG-EM)

1) Preparacién de las muestras
Los extractos metandlicos de nanchi de la costa (EM-N y EM-DN) y hexanicos

de nanchi de la costa (EH-N) y guamuchil (EH-G) se disolvieron en su respectivo
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disolvente (5 mg/mL). Las muestras diluidas se filtraron a través de un filtro de

jeringa (17 mm x0.45 ym, PVDF, Titan) antes de su analisis por CG-EM.

2) Derivatizacion de las muestras

La derivatizacion se realiz6 de acuerdo a lo reportado por Wang y Zuo (2011).
A 1 mL de los extractos disueltos (5 mg/mL) se les evapord el solvente mediante
una corriente de Ny, el residuo se resuspendié en 50 yL de piridina y 50 pL de
BSTFA + 1 % TMCS, y las mezclas se calentaron a 70 °C durante 4 h en una
atmosfera de nitrégeno, posteriormente las muestras se llevaron a sequedad y se

resuspendieron en 1 mL de hexano para su analisis por CG-EM

3) Condiciones del analisis por Cromatografia de Gases-Espectrometria de
Masas (CG-EM)

El analisis se realizd a muestras sin derivatizar y derivatizadas utilizando un
cromatégrafo de gases acoplado a un detector selectivo de masas (HP 6890 GC
Instruments, 5973 Network, Agilent Technologies, Wilmington, EE. UU.). La
separacion se realizé en una columna capilar QUADREX 007 CARBOWAX 20M
(30 m x 0.25 mm i.d., espesor de pelicula 0.25 uym) usando helio como gas de
arrastre a un flujo de 0.9 mL/min. Las condiciones de temperatura fueron: puerto
de inyeccién a 250 °C; horno 60 °C por 1 min, gradiente de 5 °C/min hasta 200
°C y posteriormente de 10 °C/min hasta 275 °C, permaneciendo a 275 °C por el
resto del analisis; fuente de iones 245 °C; y cuadrupolo 150 °C. Un volumen de 1
uL fue inyectado sin division de flujo. Los espectros fueron colectados en un
rango de 50 a 800 u a 2 barridos/s. El espectrometro de masas (EM) operd en

modo de ionizacion por impacto electronico (IE) a 70 V. La identificacién de los
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componentes se realizd por comparacion de sus espectros de masas con los de
la biblioteca NIST (NIST08.LIB); asimismo, se determind el porcentaje relativo de
area de cada componente por comparacion del area del pico con las areas

totales.

b Cuantificacién, purificacion y caracterizacion de los componentes

asociados en la actividad antiparasitaria contra H. nana

En base a los resultados obtenidos mediante la caracterizacién fitoquimica,
sugieren que la actividad antiparasitaria in vitro contra H. nana podria estar
asociada a compuestos de tipo taninos, por lo que se procedio a la cuantificacion
de estos mediante el método de vainillina (Price y col 1978); ademas de la
purificacion y caracterizacion de los mismos siguiendo la metodologia utilizada

por Lopez-Angulo (2016).

El EA-DG fue seleccionado por su mayor actividad antiparasitaria. Este
extracto fue sometido a un proceso de purificacion en columna con Sephadex
LH-20 (6 g, 10 x 2 cm |.D.) se coloco la muestra disuelta en MeOH al 50% (0.400
g/mL), se eluyé con 100 mL MeOH al 50% y 50 mL de acetona al 70%,
obteniéndose las fracciones EA-DGm y EA-DGa, respectivamente. El andlisis de
estas fracciones se realizd en un espectrometro de masas (Thermo Scientific,
LQT XL, EE.UU.) con interfase de ionizacién por electroasperjado (ESI) operando

en modo negativo en un rango de m/z 70 a 2000.
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6 Evaluacion de la toxicidad de extractos/fracciones de interés

a Evaluacion de la toxicidad mediante el bioensayo con Artemia salina

La evaluacion de toxicidad en Artemia salina se realizd de acuerdo a lo
reportado en la literatura (Sanchez y Neira 2006). Huevos de A. salina fueron
puestos a eclosionar en un recipiente con agua de mar artificial (sal comercial en
agua destilada, 38 g/L), a temperatura ambiente (25-30°C), durante 48 h, y bajo
régimen continuo de luz. Después de la incubacion, los nauplios fototropicos
fueron separados de los huevos sin eclosionar y se transfirieron a medio nuevo
(solucidén salina). Se colectaron 10 nauplios y se colocaron en tubos de ensayo
utilizando una pipeta Pasteur de vidrio. Los extractos con actividad antiparasitaria
se disolvieron en DMSO al 10% (40 mg/1400 pL de solucion salina al 10% de
DMSO). A cada tubo con nauplios se le agregaron 14 uL de la disolucién del
extracto a diferentes concentraciones y se aforé a un volumen final de 2 mL con
solucién salina para obtener concentraciones finales de 2000, 1000, 500, 250,
62.5 y 10 ppm/tubo. En el control negativo se usaron solamente 14 yL de DMSO
(10% v/v). Los tubos se dejaron en incubacion durante 24 h a temperatura
ambiente (25 °C) y bajo luz continua. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion se procedié a realizar el conteo de nauplios muertos. Los resultados
se reportaron como porcentaje de mortalidad obtenidos mediante la siguiente

formula:

%M = (r/s)100
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Donde %M= porcentaje de mortalidad; r = larvas muertas en el extracto y s=

larvas vivas en el blanco.

7 Determinacion de toxicidad por Método de Lorke

Se utilizaron ratones machos Balb/C. La determinacion se dividi6 en dos
fases (Lorke 1983). En la primera, se administré por via oral el extracto en un
intervalo de dosis de 10 a 1000 mg de extracto por kg de peso corporal (mg/kg
pc). Se observaron los efectos durante 48 h y se registré el niumero de animales
muertos. En la fase Il las dosis, determinadas por el método de Lorke (1983),
variaron dependiendo de la fase | y se registré el numero de animales muertos a
las 48 h. El valor de la dosis letal media para los extractos, se obtuvo calculando
la media geométrica entre la dosis maxima administrada en la que se presentd

sobrevivencia del raton (X) y la dosis en la que se presentd la muerte del animal

(X2).

X =J(X1D(X2)
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8 Andlisis estadistico

Se utilizé el programa estadistico STATGRAPHICS plus versién 5.1 (Statiscal
Graphics Corporation, EE.UU.) para analizar los datos por: estadistica
descriptiva; analisis de varianza de un factor (tipo de extracto) y para el contraste
de medias mediante la prueba de Fisher con un nivel de significancia del 0.05.
Los analisis se realizaron por triplicado. El rendimiento de extraccion se registro
como la media y la desviaciéon estandar (DE). En los bioensayos contra H. nana
se colocaron 5 parasitos por pozo y se registraron los tiempos de paralisis, de
muerte y las caracteristicas morfolégicas. En cada bioensayo los registros se
realizaron cuando todos los parasitos presentaron la caracteristica considerada.
En los bioensayos contra Giardia duodenalis se registré el porcentaje de
inhibicibn de crecimiento. En la determinaciéon del 1Cso utilizd el software
GraphPad Prism versién 6.1 (GraphPad Prism® software, Inc., EE.UU.); mientras
que los datos de toxicidad en A. salina se procesaron por un analisis Probit para

obtener la CLsp.
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VII RESULTADOS Y DISCUSION

A RENDIMIENTOS DE EXTRACCION

Los rendimientos de extraccion para la corteza de nanchi de la costa
estuvieron en el de rango de 0.5 a 17.3% y el valor mas alto se obtuvo para el
extracto acuoso de harina desgrasada (EA-DN) (Cuadro 10). Los resultados se
encontraron en el rango reportado por diferentes autores en otras especies de
Zizyphus (1.34 a 17.8 %) (Adzu y col 2001; Adzu y col 2002; Adzu y col 2003; Al-
Reza y col 2009; Rahman 2011). Los rendimientos obtenidos con la corteza de
guamuchil fueron de 0.7 a 27.7 % y se obtuvieron valores similares entre los
extractos metandlicos (EM-G y EM-DG) y el extracto acuoso de harina
desgrasada (EA-DG) (Cuadro 10). Para otras especies de Pithecellobium se han
obtenido rendimientos de extraccion en base seca de 1.9 a 3.45%,

correspondiendo el ultimo valor a un extracto metandlico (Khan 1997).

B ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA in vitro CONTRA Giardia duodenalis

Giardia duodenalis es una importante causa de enfermedades gastrointestinales
agudas y cronicas en todo el mundo; su éxito como patdégeno radica en su
ubicuidad y en la facilidad con que contamina el agua, de hecho, es comun que
se presenten brotes de enfermedades diarreicas asociados al consumo de agua
contaminada (Baldursson y Karanis 2011). En la actualidad, la giardiosis se trata

con farmacos convencionales de eficacia
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Cuadro 10. Rendimiento de extractos metandlicos (EM), acuosos (EA), y

hexanicos (EH) de harinas de corteza de nanchi de la costa (N) y guamuchil

)’

Planta Extracto

% Rendimiento (b.s.)

EM-N 6.8 +1.20°
Metanolico
EM-DN 5.6 +1.09°
Nanchi de la costa EA-N 6.5+ 0.63°
Acuoso
EA-DN 17.3 +1.83°
Hexanico EH-N 0.5 +0.16°
EM-G 25.9 +3.84¢
Metandlico
EM-DG 27.7 +2.80°
Guamduchil EA-G 25.3+1.18¢
Acuoso
EA-DG 17.9 +1.26°
Hexanico EH-G 0.7 £0.10°

' Las harinas se utilizaron sin desgrasar (N y G) y desgrasadas (DN y DG).

2 Los valores son la media * la desviacién estandar de tres extracciones. Letras

diferentes indican diferencia significativa (LSD

rendimientos son en base seca (b.s.).
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limitada (quinacrina, nitroimidazoles y nitrofuranos) y que inducen efectos
secundarios. Sin embargo, las grandes compafias no tienen el incentivo
econoémico para desarrollar nuevos antiparasitarios, las parastitosis son
padecimientos de la poblacion de menores ingresos y por lo tanto de bajo poder
de compra. Por lo tanto, la poblacién afectada recurre a medicina alternativa para
el tratamiento de trastornos gastrointestinales, como la diarrea y la disenteria, y
en particular al uso de plantas (Amaral y col 2006). En este sentido, en la
presente investigacion hemos demostrado la actividad antiparasitaria contra G.
duodenalis de extractos de cortezas de nanchi de la costa (Z. sonorensis) y
guamuchil (P. dulce), tradicionalmente usados contra parasitosis. En la literatura
existen reportes de la actividad antigiardial de una gran variedad de productos
vegetales entre ellos: jengibre (Zingiber officinale) y curcuma (Curcuma longa);
goma arabiga (Acacia nilotica); canela (Cinnamomum verum); sauquillo
(Sambucus ebulus); menta (Mentha x piperita); especies de calabaza (Cucurbita
maxima D y Cucurbita pepo L) y guaje o bule (Lagenaria siceraria) (Dyab y col
2016; Kabbashi y col 2015; Mahmoud 2014; Rahimi-Esboei y col 2013; Elhadi y
col 2013; Vidal y col 2007). Estos trabajos sustentan el efecto de diferentes
extractos vegetales, fracciones o compuestos purificados, sobre la multiplicacion,
adhesioén y, en algunos casos, sobre la morfologia de los trofozoitos de G.
duodenalis. Los ensayos de actividad antigiardiasica de los extractos de corteza
(500 pg/mL) mostraron altos valores de inhibicidn del crecimiento para los
extractos metandlicos y hexanicos de nanchi de la costa (EM-N, EM-DN, y EH-N)
(72.04-75.84%) y hexanico de guamuchil (EH-G) (53.48%) (Cuadro 11) (Figura

7-10).
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Cuadro 11. Actividad antiparasitaria in vitro de los extractos de corteza de nanchi de

la costa (N) y guamuchil (G) contra Giardia duodenalis’

Extracto (500

Planta % Inhibicion de crecimiento
ug/mL)
Metandlico EM-N 72.04 +2.19
EM-DN 75.84 £ 1.90
Nanchi de la  Acuoso EA-N 0
costa EA-DN 0
Hexanico EH-N 7216 + 3.78
Metandlico EM-G 0
EM-DG 10.53 +10.49
Guamuchil Acuoso EA-G 0.81 + 8.68
EA-DG 7.11+15.88
Hexanico EH-G 53.48 +7.98

' Los extractos metandlicos (EM), hexanico (EH), y acuosos (EA) se prepararon a partir

de harinas de cortezas sin desgrasar (N y G) y desgrasadas (DN y DG).
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Figura 7. Actividad antiparasitaria in vitro contra Giardia duodenalis.

Se midié la inhibicion del crecimiento inducida por los extractos metandlicos (EM),
hexanicos (EH), y acuosos (EA) de las harinas de corteza de nanchi de la costa
(N) y guamuchil (G) (500 upg/mL). Los extractos se obtuvieron de harinas sin
desgrasar (N y G) y desgrasadas (DN y DG).

UA: Unidades de absorcion.

*Letras diferentes indican diferencia significativa. Barras indican desviacién
estandar (DE).
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Figura 8. Crecimiento de trofozoitos de Giardia duodenalis a 24 h de incubacion
(A) Con medio TYI-S-33 (20 X, Nikon, ECLIPSE, TS100, Japan).
(B) Control vehiculo, DMSO al 0.5% en medio TYI-S-33 (20 X, Nikon, ECLIPSE,
TS100, Japan).
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Figura 9. Actividad de los extractos metandlicos (500 ug/mL) de harina de

corteza de nanchi de la costa (N) contra Giardia duodenalis después de 24 h de
incubacion. Los extractos son de harina sin desgrasar (N) y desgrasada (DN).

(A) EM-N en medio TYI-S-33 (20 X, Nikon, ECLIPSE, TS100, Japan).

(B) EM-DN en medio TYI-S-33 (20 X, Nikon, ECLIPSE, TS100, Japan).
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Figura 10. Actividad de los extractos hexanicos (500 yg/mL) (EH) de harina de
corteza de nanchi de la costa (N) y de guamuchil (G) contra Giardia duodenalis
después de 24 h de incubacion.

(A) EH-N en medio TYI-S-33 (10 X, Nikon, ECLIPSE, TS100, Japan).

(B) EH-G en medio TYI-S-33 (10 X, Nikon, ECLIPSE, TS100, Japan).
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Los estudios de actividad antigiardial de extractos de cortezas de arboles son
escasos. Entre estos, Kabbashi y col (2016) registraron 100% de mortalidad
empleando 500 pg/mL del extracto etandlico de corteza de Acacia nilotica (goma
arabiga). También se demostré que 500 pg/mL del extracto etandlico de hojas de
goma arabiga inhibio en 100% el crecimiento de trofozoitos de G. duodenalis
(Kabbashi y col 2015). Los valores registrados en estos estudios fueron mejores
a los nuestros, lo cual podria deberse a que el tiempo de incubacion usado por
estos autores (96 h) fue mayor. Nuestros valores de actividad antigiardial son
similares al presentado por el extracto metandlico del fruto de Sambucus ebulus
(sauquillo) a concentraciones de 50 y 100 mg/mL, durante 60 min, con un
porcentaje de inhibicion de crecimiento de quistes de G. duodenalis de 64% vy
78%, respectivamente (Rahimi-Esboei y col 2013). Por otro lado, los porcentajes
de inhibicion de crecimiento de trofozoitos de Giardia duodenalis para los
extractos metandlicos y hexanico de nanchi de la presente investigacion fueron
mejores que el presentado por el extracto metandlico de hojas de Hovenia dulcis
(conocido como “arbol de las pasas”) evaluado a 100 ug/mL (64% de inhibicion
de crecimiento); sin embargo, fueron menores al presentado por la fraccién en
diclorometano obtenida del fraccionamiento biodirigido, cuya evaluacién a 50 y

100 pg/mL inhibié mas del 80% de crecimiento celular (Gadelha y col 2005).

Contrastando los valores de ICsp, la mayor actividad se obtuvo con el extracto
hexanico de nanchi (EH-N) (194.6 ug/mL), seguido de los metandlicos de nanchi
(EM-DN > EM-N), y el hexanico de guamuchil (EH-G) (Cuadro 12). Rayan y col

(2015), registraron un IC5y de 143 ug/mL para el extracto acuoso del fruto de

81



Cuadro 12. Actividad inhbitoria del crecimiento (ICsp)

activos de corteza de harina de nanchi de la costa (N) y guamuchil (G) contra

Giardia duodenalis’

in vitro de los extractos

Planta Extracto ICs (ng/mL)?
EM-N 380.6 £4.10

Metandlico
Nanchi de la costa EM-DN 246.9+ 44.97
Hexanico EH-N 194.6+ 21.64
Guamuchil Hexanico EH-G 536.3+ 19.23

' Extractos metandlicos (EM) y hexanicos (EH) de harina de corteza de nanchi de la

costa (N) y guamuchil (G).

desgrasar (N y G) y desgrasada (DN).

2 Se presenta la media de dos ensayos independientes, por triplicado, con su

desviacion estandar.
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Terminalia ferdinandiana, valor menor a los encontrados para las cortezas de
nanchi y guamuchil. El ICso del extracto metandlico de hojas de Hovenia dulcis
(23 pg/mL) fue mucho mejor que la de nuestros extractos (Gadelha y col 2005).
Otro estudio evaluo la actividad antigiardial de especies de calabaza (Cucurbita
maxima D y Cucurbita pepo L) y guaje o bule (Lagenaria siceraria), registrando
un ICsy de 548.80 ug/mL para el extracto con éter de petréleo de semillas de
Cucurbita maxima, y de 95.65 ug/mL para el mismo extracto de semillas de
Lagenaria siceraria (Elhadi y col (2013). EI presente estudio es el primero en
evaluar la actividad antigiardial de los extractos de corteza de nanchi de la costa
y guamuchil. En este sentido, se demostré la eficacia antigiardial in vitro del
extracto hexanico de nanchi (EH-N), los metandlicos de nanchi (EM-DN > EM-N)
y hexanico de guamuchil (EH-G). Dentro de la literatura revisada se encontraron
diversos estudios de extractos de plantas de origen mexicano con actividad
antigiardial; por ejemplo, Camacho-Corona y col (2015) demostraron actividad
contra G. duodenalis de extractos organicos de hojas de Crateagus mexicana,
Hyptis albida, Ocimum basilicum y Larrea tridentata; la actividad registrada del
extracto metandlico de hojas fue moderada para las plantas C. mexicana
(IC50=153 pg/mL), O. basilicum (IC5=100 pg/mL) y L. tridentata (ICs0= 116
pug/mL). Estos resultados fueron similares a los registrados en esta investigacion
para el extracto hexanico de nanchi (EH-N) (ICsp= 194 pg/mL), que mostro la
mejor actividad antigiardiasica. Las investigaciones mencionadas coinciden en

que los extractos de mayor actividad se obtuvieron de disolventes organicos de
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polaridad baja a media; e.g, fraccion en diclorometano del extracto metandlico de

Hovenia dulcis presentd un ICsy de 12 ug/mL (Gadelha y col 2005).

El ciclo de vida de G.duodenalis consiste de dos etapas que corresponden a
los estadios de trofozoito y quiste. El trofozoito es la causa de giardiasis en
pacientes y portadores asintomaticos. Este protozoario se divide asexualmente y
es importante que los tratamientos eliminen a la poblacién por completo; un
tratamiento insuficientemente efectivo dejaria parasitos vivos que al multiplicarse
exponencialmente en poco tiempo incrementarian la poblacion, con los
consecuentes efectos negativos (Rodriguez-Chavez y col 2015). Sin embargo, el
mecanismo de accion implicado en la lisis y muerte de las células de Giardia aun
se desconoce, por lo tanto, son necesarios estudios complementarios para

aclarar el mecanismo de accion de los componentes quimicos con actividad.

C ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA CONTRA Hymenolepis nana

Hymenolepis nana es una de las causas mas comunes de infecciones por
cestodos. En humanos, la mayor prevalencia y carga parasitaria se presenta en
nifios (Al-Megrin 2016). En relacion a los tratamientos alopaticos, su
disponibilidad y eficiencia son limitadas. Los parasitos tratados con los extractos
metandlicos de nanchi de la costa y guamuchil (EM-N, EM-DN, EM-G y EM-DG),
presentaron tiempos de paralisis de 60 a 90 min y de muerte de 90 a 150 min
(Cuadro 13). En la literatura, se han encontrado un gran numero de
investigaciones, tanto in vitro como in vivo, que se enfocan en la busqueda de

compuestos  naturales efectivos contra infecciones por céstodos.
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Cuadro 13. Actividad contra Hymenolepis nana de extractos metandlicos (EM) y
hexanicos (EH) de harinas de corteza de nanchi de la costa (N) y guamuchil (G), sin

desgrasar (N y G) y desgrasadas (DN y DG).

Tiempos (min)

Planta Extracto(50 mg/mL)
Paralisis Muerte
EM-N 90 150
Metanodlico
EM-DN 90 120
Nanchi de la costa EA-N 30 90
Acuoso
EA-DN 20 90
Hexanico EH-N >4320 >4320
EM-G 90 120
Metanodlico
EM-DG 60 90
Guamuchil EA-G 20 40
Acuoso
EA-DG 8 15
Hexanico EH-G >4320 >4320
Praziquantel(25 mg/mL) 20 30
Controles
Medio de Hank's >4320 >4320
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En este sentido, diversos extractos de plantas han mostrado efectividad contra
diferentes especies de Hymenolepis. Tal, es el caso del extracto metandlico de
hojas de Adhatoda vasica (malabar, originaria de Asia), se evaluo in vivo en ratas
infectadas de Hymenolepis diminuta; al suministrarle dos dosis de 800 mg/kg, el
numero de huevos por gramo de heces se redujo en 79.57% y el porcentaje de
recuperacion de gusanos adultos a 16.60% (Yadav y Tangpu 2012). Kundu y col
(2012) encontraron que el extracto etandlico de hojas de Cassia alata
(Mazorquilla), evaluado in vitro a 40 mg/mL, afecté negativamente a H. diminuta,
registrandose tiempos de paralisis y muerte de 1.68 h y 9.39 h, respectivamente.
Las diferencias en los tiempos de muerte podrian deberse a que el parasito
utilizado fue de diferente especie, asi como también a la diferente concentracion
del extracto (60 mg/mL) y a la naturaleza del disolvente utilizado en la extraccion.
En otra investigacion, extractos metandlicos de Artemisia abrotanum y Salvia
officinalis presentaron una gran actividad in vivo en ratones infectados con H.
nana (150 mg/kg de peso/ 5 dias, sacrificio al dia 7), registrando que el numero
de huevos en heces disminuia conforme avanzaron los dias del estudio
(Amirmohammadi y col 2014). Resulta importante recalcar que nuestros
resultados de actividad antiparasitaria in vitro son bastante prometedores; sin
embargo, el potencial de los materiales en estudio debe corroborarse mediante

estudios in vivo.
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1 Descripcion general del dano al parasito para cada uno de los extractos

evaluados

Los extractos acuosos (50 mg/mL) de las cortezas de nanchi y guamuchil
presentaron actividad contra H. nana. La mejor actividad se registré para los
extractos acuosos de ambas cortezas, siendo mejor para el de guamuchil (EA-
DG > EA-G); los resultados obtenidos con el EA-DG fueron mejores que los
obtenidos con Praziquantel (control positivo), tanto en tiempos de paralisis como
de muerte. Hymenolepis nana no fue susceptible a los componentes de menor
polaridad de ambas cortezas (EH-N y EH-G) hasta por 12 h de exposicion. Cabe
mencionar que los extractos sin actividad antiparasitaria relevante presentaron
solubilidad parcial en el medio Hank’s y los activos fueron solubles (Cuadro 13).
Los adultos de H. nana tratados con EA-DG mostraron estructuras rigidas. La
tincion con azul de Evans de los parasitos inmdviles evidencio la muerte de los
mismos, se tifen de azul, a los 15 min (Figura 11). En el tratamiento con EA-G,
los parasitos presentaron paralisis reversible hasta los 20 min de tratamiento. Los
parasitos tratados mostraron  proglétidos dafados, descamaciones,
desprendimiento de partes del tegumento, y aumento del tamano del escolex
(Figura 12). Estudios in vitro han demostrado que extractos metandlicos de la
corteza de Oroxylum indicum afectan a parasitos adultos de H. diminuta, los
tiempos de paralisis y muerte a una dosis de 30 mg/mL fueron de 34.8 y 71.4

min, respectivamente (Deori y Yadav 2016).
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Figura 11. Fotomicroscopia Optica de Hymenolepis nana tratada con el extracto
acuoso (EA) de guamuchil (G) (EA-G) (50 mg/mL).

(A) y (B) incubacion por 20 min (2.0 x), parasitos viables, mostrando
enrollamiento (e) y dafio en proglétidos (f); (C) y (D) incubacién por 40 min (2.0 x)
que muestra parasitos muertos en los que se aprecia desprendimiento del
tegumento (g) y dano en proglétidos (h) (CARL ZEISS/ZEN, Germany).
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Figura 12. Fotomicroscopia optica de Hymenolepis nana tratada con el extracto
acuoso (EA) de harina desgrasada de guamuchil (EA-DG) (50 mg/mL).

(A) y (B) incubacion por 8 min (2.0 x), parasitos viables, mostrando
enrollamiento (e). (C) y (D) Incubacién por 15 min (2.0 x) que muestra parasitos
muertos en los que se aprecia engrosamiento del escélex (f) y dafo en
proglétidos (g) (CARL ZEISS/ZEN, Germany).
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Los trabajos donde se registren tiempos de paralisis y muerte de H. nana, por
efecto del tratamiento con productos naturales, son escasos. En este modelo,
extractos de semillas de Coriandrum sativum evaluados a 500 y 1000 pg/mL
provocaron la muerte de los parasitos adultos a los 65 y 25 min, respectivamente
(Hosseinzadeh y col 2016); estos tiempos de muerte son similares a los
obtenidos en el presente trabajo. Otra investigacion demostré que algunos
componentes quimicos del jengibre (Zingiber officinale), tales como [10]-shogaol
y [10]-gingerol, afectaron H. nana en ensayos in vitro; éstos indujeron una
letalidad del 100%. Para estos componentes la actividad cestocida se alcanzé de

24 a 72 h de una manera dependiente del tiempo y de la dosis (Lin y col 2014).

Nuestros resultados muestran que el extracto acuoso desgrasado de
guamuchil (EA-DG) fue el mas activo contra H. nana y se procedid a su
caracterizacion fitoquimica, asi como a purificar componentes del mismo. De este
extracto se obtuvieron las fracciones metandlicas (EA-DGm) y acetdnicas (EA-
DGa). La mejor actividad la presentd la fraccion EA-DGm, induciendo menores
tiempos de paralisis (8 min) y muerte (10 min) que Praziquantel. Asimismo, la
observacion microscopica mostré liberacidon de huevos, dafio en proglétidos y
escolex (Cuadro 14 y Figura 13). Por otro lado, EA-DGa tuvo un efecto similar
que el Praziquantel, considerando los tiempos de paralisis y muerte (Cuadro 14 y

Figura 14); sin embargo, los parasitos tratados
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Cuadro 14. Actividad contra Hymenolepis nana de fracciones del extracto

acuoso (EA) de la harina desgrasada de guamuchil (DG)

Tiempos (min)

Fraccion
Paralisis Muerte
EA-DGm’ 8 10
Guamuchil
EA-DGa? 20 25

" Fraccién metandlica del extracto acuoso de harina desgrasada de guamduchil
(EA-DGm).

2 Fraccidn acetdnica del extracto acuoso de harina desgrasada de guamuchil
(EA-DGa).
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Figura 13. Fotomicroscopia optica de Hymenolepis nana tratada con la fraccion
metandlica obtenida del extracto acuoso (EA) de harina de corteza desgrasada
de guamuchil (EA-DGm) (50 mg/mL).

(A) y (B) incubacion por 8 min (2.0 x) viables, mostrando enrollamiento (e) y
desprendimiento del tegumento (f). (C) y (D) incubacién por 10 min (2.0 x) que
muestra parasitos muertos en los que se aprecia dafio severo en proglotidos (g)
(CARL ZEISS/ZEN, Germany).

92




Figura 14. Fotomicroscopia 6ptica de Hymenolepis nana tratada con 50
mg/mL de la fraccion acetdnica obtenida del extracto acuoso (EA) de
harina de corteza desgrasada de guamuchil (EA-DGa).

(A) y (B) incubacién por 20 min (2.0 x) viables, mostrando enrollamiento
(e) y reduccidon en el ancho de proglétidos (f). (C) y (D) incubacion por 25
min (2.0 x) que muestra parasitos muertos en los que se aprecia dafio en
proglétidos (g) (CARL ZEISS/ZEN, Germany).
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mostraron enrollamiento, descamacion del tegumento, asi como ligero
adelgazamiento y dafio de los proglétidos maduros. Estos resultados de dafio,
podrian compararse con los registrados por Lin y col (2014), donde los gusanos
adultos de H. nana fueron destruidos por los constituyentes extraidos de raices
de jengibre (Zingiber officinale) ([10]-shogaol y [10]-gingerol, 100 uM); los
parasitos tratados mostraron dafos severos, incluyendo ulceraciones,
especialmente en la porcion de margen del segmento de arco o triangulo
proglotidico. Sin embargo, resulta importante agregar que en el estudio
mencionado evaluaron compuestos purificados; mientras que en la presente

investigacion se evaluaron extractos.

CARACTERIZACION FITOQUIMICA DE EXTRACTOS Y FRACCIONES

CON MAYOR ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA

1 Determinacién cualitativa de los metabdlitos secundarios presentes en

los extractos/fracciones activos

El analisis fitoquimico cualitativo de los extractos/fracciones con actividad
antiparasitaria (EM-N, EM-DN, EH-N, EH-G; EA-DG, EA-DGm y EA-DGa), mostro
la presencia de cumarinas volatiles, flavonoides, saponinas, taninos, y triterpenos
o esteroides (Cuadro 15). Los resultados negativos para las otras familias de
metabolitos secundarios en el analisis fitoquimico indican que estos compuestos
no estan presentes o bien se encuentran en bajas concentraciones en las
muestras analizadas. Los extractos de nanchi de la costa (Z. sonorensis) con

actividad contra los parasitos modelo (EM-N, EM-DN y EH-N) coinciden en que
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Cuadro 15. Familias de metabolitos secundarios presentes en los extractos

metandlicos (EM), hexanicos (EH) y acuosos (EA) de la corteza de nanchi de la

costa (N) y guamuchil (G) que mostraron actividad antiparasitaria’

Contenido?
Compuestos
EM-N EM-DN EH-N EH-G EA-DG

Alcaloides - - - - -

Cardiotonicos - - - - -
Cumarinas volatiles ++ ++ ++ ++ ++

Derivados antrancénicos libres - - - - -

Flavonoides ++ ++ + + -
Saponinas ++ ++ - - ++

Taninos ++ ++ - - +++
- - + + -

Triterpenos o esteroides

' Los extractos se prepararon a partir de harina sin desgrasar (N y G) y desgrasada (DN y DG).

2 El contenido fue estimado como: abundante (+++), moderado (++), poco (+) y ausente (-).
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presentaron cumarinas volatiles y flavonoides. Por su parte, los extractos EM-N y
EM-DN mostraron ademas saponinas y taninos; mientras que el EH-N fue
positivo también para triterpenos o esteroides. En la literatura se han encontrado
reportes donde demuestran la actividad antiparasitaria que poseen algunos de
los metabolitos secundarios aislados de plantas (e.g., flavonoides, alcaloides,
esteroides y triterpenos). Lumpu y col (2013) evaluaron extractos y fracciones de
la corteza de Alstonia congensis (Alstonia), la fraccidn activa contra Plasmodium

falciparum mostré un mayor contenido de compuestos fendlicos.

Ferreira y col (2010), evaluaron la actividad antileishmanial de las cumarinas
(+)-3-(1’-dimetilalil)-decursinol y (-)-helietina obtenidas de la corteza del tallo de
Helietta apiculata (canela del venado, endémica de Argentina y Paraguay);
obteniendo valores de ICsy en el intervalo entre 17 y 450 mg / ml, este trabajo
describe el primer ejemplo experimental de actividad antiparasitaria de las

cumarinas.

En un analisis fitoquimico realizado a un extracto metandlico de corteza de
Zizyphus spina-christi se encontré la presencia de glucdsidos cardiotonicos,
resinas, saponinas y taninos (Adzu y col 2003); en contraste, en nuestros
extractos EM-N y EM-DN solo se encontraron saponinas y taninos. En otro
estudio realizado por Rahman (2011), el extracto de corteza de Zizyphus
mauritiana presentd alcaloides, taninos, azucares reductores, esteroides,
flavonoides y gomas; en contraste con nuestros resultados de Z. sonorensis, la

corteza de Z. mauritiana contiene alcaloides.
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Por otro lado, la composicion cualitativa de los extractos con actividad de
corteza de guamuchil (Pithecellobium dulce) (EH-G y EA-DG) coincidio solo en la
presencia de cumarinas volatiles. La marcha fitoquimica mostré flavonoides y
triterpenos/esteroides para EH-G; mientras que en EA-DG se presentaron
también saponinas y taninos. Existen diversos estudios que reportan la presencia
de las mismas familias de compuestos quimicos encontradas en el presente
estudio. Kane y col (2009) mostraron la presencia de terpenoides, flavonoides,
esteroides, taninos y resinas en extractos acuosos de Euphorbia thymifolia Linn
(Golondrina), ademas comprobaron su actividad antiparasitaria y sugieren que
podria asociarse a su contenido de taninos. Dominguez-Carmona y col (2010)

aislaron acido betulinico (triterpeno) del extracto crudo de hojas de Pentalinon

andrieuxii (Contrayerba) y comprobaron su actividad contra Trypanosoma cruzi.

Estudios fitoquimicos realizados a diferentes porciones de Pithecellobium
dulce han revelado la presencia de una gran cantidad de compuestos y algunos
de ellos coinciden con los encontrados en este trabajo (Cuadro 15); las
diferencias podrian estar asociadas a la porcién en estudio y al solvente de
extraccién. Vanitha y Manikandan (2016) encontraron alcaloides, antraquinonas,
flavonoides, esteroles, glucdsidos cardiotonicos, proteinas, taninos, terpenoides,
y azucares en extractos etandlicos de hojas; sin embargo, no se encontraron
presentes saponinas. Kumar y Nehra (2014) demostraron la presencia de
alcaloides, antraquinonas, terpenoides y esteroles, y no registraron flavonoides y
saponinas en diferentes extractos de corteza. Asimismo, Venkatachalam y col

(2012) mostraron la presencia de triterpenoides, glucdsidos cardioténicos,
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saponinas, y flavonoides en la exploracion fitoquimica preliminar de semillas de

P. dulce.

E ANALISIS DE LOS EXTRACTOS CON ACTIVIDAD ANTI-GIARDIA
MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE GASES-ESPECTROMETRIA DE

MASAS (CG-EM)

Los resultados de la evaluacién de la actividad antiparasitaria contra G.
duodenalis indican que las cortezas de nanchi de la costa y guamuchil son fuente
potencial de compuestos activos de importancia para el ser humano. Al respecto,
destacaron por su actividad los extractos de la corteza de nanchi de la costa (i.e.,
EH-N, EM-N y EM-DN) y el hexanico de guamuchil (EH-G). Estos extractos, se
caracterizaron por cromatografia de gases acoplada a masas (CG-EM),

analizando muestras de los extractos derivatizados y sin derivatizar.

1 Caracterizacion de los extractos por CG-EM

La CG-EM de los extractos activos mostré un gran numero de compuestos
con diferentes estructuras quimicas (e.g. acidos carboxilicos, acidos grasos,
compuestos fendlicos, fitoesteroles, flavonoides, terpenos). EI EH-G fue mas
complejo que el EH-N; en los extractos derivatizados se encontraron un mayor
numero de componentes quimicos que en los extractos sin derivatizar) (Cuadros

16-21) (Figura 15-17).
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Figura 15. Cromatogramas de gases-masas del extracto hexanico de nanchi (EH-N)

sin derivatizar (A) y derivatizado (B).
Los nombres de los compuestos de los picos principales (con numeracién) se indican
en los Cuadros 16 (EH-N) y 17 (EH-NJ).
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Cuadro 16. Composicién quimica del extracto hexanico de corteza de nanchi de la costa (EH-N) determinada por

CG-EM'

No. Nombre del compuesto quimico TR (min) PM? Coincidencia Area % LRI
1 Tetrahidro-2-furanmetanol 14.0 144 621 1.7 219.0
2 Ftalato de dibutilo 26.8 278 954 1.3 929.5
3 Acido palmitico 28.3 256 897 3.7 1011.7
4 Dotriacontanol 55.5 466 891 204 2519.9
5 Sitosterol 60.4 414 905 41.7 2795.5
6 Lupeol 62.5 426 917 31.8 2911.3

"Negritas indican compuestos mayoritarios (area > 4%). Familias de compuestos detectadas (%) para EH-N:
acidos carboxilicos 3.7%, alcoholes grasos 20.4% vy triterpenos 73.5 %.

2PM: Peso molecular.
3 LRI: indice de retencion de Kovats.



Cuadro 17. Composicion quimica del extracto hexanico (EH) derivatizado de corteza de nanchi de la costa (EH-
Nd) determinada por CG-EM '

LOL

No. Nombre del compuesto quimico TR (min) PM?  Coincidencia  Area % LRP
1 sec-Butil(TMS)succinato 104 246 819 0.9 22.4
2 5-(TMS)oxi-5-metilhexanoato de etilo 12.0 246 555 0.3 113.4
3 (+)-2,3-O-Etoximetilen-d-ribonolactona 13.5 204 641 0.3 190.8
4 Acetato de tetrahidro-2-furanmetanol 14.0 144 633 0.7 218.8
3 Hexadecanoato de TMS 35.0 328 915 5.2 1388.2
6 1-Trimetilsililoxioctadecano 42.0 342 877 0.5 1774.2
7 (9E,12E)-9,12-octadecadienoato de TMS 43.0 352 908 2.1 1824.4
8 (11E)-octadecaenato de TMS 43.2 354 907 3.9 1836.9
9 OAcido octadecanoato de TMS 43.9 356 910 2.2 1874.2
10 Docosanoato de TMS 48.8 412 898 3.8 2152.4
11 Tetracosanoato de TMS 51.2 440 759 14.2 2281.8
12 2 [(TMS)oxi]-tetracosanoato de metilo 54.4 468 550 7.0 2459.8
13 Octacosiloxitrimetilsilano 56.9 482 800 25.9 2598.9
14 Acidp 3’.,6.’-_colest-2-enq[2.,3- . o

d]quinolizidina 2',3,5'-Dihidrodimetil éster 59.1 540 554 12.5 27211
15 Acetato de Iupeol 64.1 468 695 19.4 2999.6

"Negritas indican compuestos mayoritarios (area > 4%). Familias de compuestos detectadas (%) para EH-Nd: acidos grasos
36.9%, alcoholes grasos 25.9%, quinolizidina 12.5% vy triterpenos 19.4%.

2PM: Peso molecular.

}LRI: indice de retencion de Kovats.
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Figura 16. Cromatogramas de gases-masas del extracto hexanico de guamuchil
(EH-G) sin derivatizar (A) y derivatizado (B).

Los nombres de los compuestos de los picos principales (con numeracion) se
indican en los Cuadros 18 (EH-G) y 19 (EH-Gd).
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Cuadro 18. Composicion quimica del extracto hexanico de corteza de guamuchil (EH-G) determinada por CG-EM *

No. Nombre del compuesto quimico TR (min) PM? Coincidencia Area % LRP
1 2-Metiltetrahidro-2-furanol 9.9 102 831 0.7 -9.3
2 Acetato de Tetrahidrofurfurano 14.0 144 629 2.0 219.0
3 Isobutirato de metilo 15.8 102 592 0.9 319.5
4 Acido palmitico 28.4 256 908 5.9 1017.1
5 (9E)-Acido octadecandico 40.2 282 898 8.1 1676.4
6 Vitamina E 55.8 430 925 16.1 2538.4
7 (3a,5a,22E)- Ergost-22-en-3-ol 59.1 400 683 8.3 2723.3
8 Condrilasterol 60.1 412 848 9.8 2777 .1
9 Lupenona 61.7 424 737 14.3 2867.4
10 Lupeol 62.5 426 922 33.9 29121

"Negritas indican compuestos mayoritarios (area > 4%). Familias de compuestos detectadas (%) para EH-G: alcoholes
2.7 %, acidos grasos 14.0%, vitamina E 16.1%, fitoesteroles 18.1 % vy triterpenos 48.2%
2PM: Peso molecular.

3 LRI: indice de retencion de Kovats.



Cuadro 19. Composicion quimica del extracto hexanico (EH) derivatizado de corteza de guamuchil (EH-Gd) determinada
por CG-EM '

7Ol

No. Nombre del compuesto quimico TR (min) PM? Coincidencia Area% LRP
1 sec-Butil(TMS)succinato 10.4 246 807 0.4 22.0
2 Tetrahidro-2-furanmetanol 14.0 144 639 0.9 2184
3 4,4-(Etilendioxi)pentanal 15.8 144 596 0.4 318.8
4 Hexadecanoato de TMS 35.1 328 918 15.3 1388.7
5 (9E,12E)-9,12-octadecadienoato de TMS 42.9 352 902 9.2 1825.0
6 Oleonato de TMS 432 354 865 17.2 1836.9
7 Acido Bis-(TMS)-A-9-tetrahidrocanabinol b 56.6 502 564 12.3 2582.6
8 Octacosanol 56.9 482 809 7.7 2597.0
9 Lupenona 61.7 424 857 8.1 2864.8
10 Lupeol acetato 64.1 468 687 28.4 3000.9

'Negritas indican compuestos mayoritarios (area > 4%). Familias de compuestos detectadas (%) para EH-Gd: alcoholes 8.6 %, acidos grasos
41.7%, acidos carboxilicos 0.4% vy triterpenos 36.5%
2PM: Peso molecular.

3 LRI: indice de retencion de Kovats.
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Figura 17. Cromatogramas de gases-masas del extracto metandlico de nanchi
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Cuadro 20. Composicion quimica del extracto metandlico (EM) derivatizado de corteza de nanchi de la costa (EM-Nd)
determinada por CG-EM '

901}

No. Nombre del compuesto quimico TR (min) PM? Coincidencia Area % LRI
1 Anhidrido isobutirico 9.9 158 850 0.6 -10.0
2  sec-Butil(TMS)succinato 10.4 246 792 1.1 21.9
3  Tetrahidro-2-furanmetanol 14.0 144 631 1.7 218.2
4 1,2,3,4-Tetrakis-O-(TMS)-butano 14.5 410 830 1.2 249.1
5 1,2,3,4-Tetrakis-O-(TMS)-butano 15.6 410 926 1.5 309.4
6 Isobutirato de metilo 15.8 102 584 0.7 318.7
7 1,2,3,5-Tetrakis-O-(TMS)-a-D-arabinofuranosa 17.9 438 889 07 436.1
8 1,2,3,5-Tetrakis-O-(TMS)-a-D-arabinofuranosa 18.0 438 921 1.2 441.9
9 1,2,3,5-Tetrakis-O-(TMS)-a-D-arabinofuranosa 18.6 438 954 15 477.3
10 1,2,3,4-Tetrakis-O-(TMS)-butano 20.3 410 822 1.3 569.5
11 1,2,3,4-tetrakis-O-(TMS)-D-Treitol 204 410 806 1.9 574.7
12 1,2,3,4,5-pentakis-O-(TMS)-xilitol 21.2 512 931 6.2 616.6
13 1,2,3,4,5-pentakis-O-(TMS)-ribitol 30.5 512 775 1.2 1135.3
14 L-Sorbitol-TMS 31.6 614 927 5.5 1198.1
15 Oleonato de TMS 43.1 354 906 0.9 1836.3
16 Estearoxitrimetilsilano 43.8 356 896 1.1 1873.8
17 ;Ie,ﬁ;lk,ies-:l(;e_;gzlﬂjségéi(;l\r/llg:s)i-jc(;D-fructofuranosn de 2,3,4,6- 513 918 843 6.5 2286.4
18 Tetrahidroaraucarolona 68.3 338 534 19.9 32314
19  3B-Acetoxiurs-12-en-28-al 73.0 482 583 454 34904

'Negritas indican compuestos mayoritarios (area > 4%). Familias de compuestos detectadas (%) para EM-Nd: acidos grasos
3.4%, azlcares 26%, alcoholgs 3.3%, terpenos 19.9 % y ursolicos 45.4%.
2PM: Peso molecular. * LRI: indice de retencion de Kovats.



Cuadro 21. Composicién quimica del extracto metandlico (EM) derivatizado de corteza desgrasada de nanchi de la costa
(EM-DNd) determinada por CG-EM '

L0l

No. Nombre del compuesto quimico TR (min) PM? Coincidencia Area% LRP

1 2-metil-1,3-dioxano 8.6 102 769 0.7 -82.0
2 TMS éter de glicerol 9.7 308 927 1.7 -17.6
3 Anhidrido isobutirico 9.9 158 835 1.1 -10.0
4 sec-Butil(TMS)succinato 10.4 246 816 29 22.0

5 Dipropilsuccinato 10.8 202 939 0.5 44.7

6 4-Etil(dimetil)sililoxioctano 12.1 216 535 0.9 113.0

7 (+)-2,3-O-Etoxietilen-d-ribonolactona 13.5 204 624 1.1 190.6
8 Tetrahidro-2-furanmetanol 14.0 144 627 34 218.3

3,8-Dioxa-2,9-disiladecano, 2,2,9,9-tetrametil-5,6-

9 bis[(TMS)] 14.6 410 824 2.8 252.5
10 1,2,3,4-Tetrakis[(TMS)-oxi]butano 15.6 410 928 4.1 309.5
11 Isobutirato de metilo 15.8 102 592 14 318.9
12 2,3,4,5-Tetrakis-O-(TMS)-D-Ribosa 18.0 438 921 5.8 441.9
13 D-Treitol-1,2,3,4-tetrakis-O-(TMS) 20.4 410 808 2.4 574.7
14 D-Treitol-1,2,3,4-tetrakis-O-(TMS) 20.4 410 808 2.9 575.0
15 1,2,3,4,5-pentakis-O-(TMS)-xilitol 21.2 512 874 17.2 617.1
16 L-Sorbitol-TMS 31.7 614 923 20.3 1199.4
17 Acido palmitico TMS 35.0 328 751 3.9 1386.9

1,3,4,6-Tetrakis-O-(TMS)-a-D-fructofuranosil de

18
2,3,4,6-tetrakis-a-D-glucopiranosido

51.3 918 852 27.0 2286.7

"Negritas indican compuestos mayoritarios (area > 4%). Familias de compuestos detectadas (%) para EM-DNd: &cidos
grasos 3.9%, acidos carboxilicos 8.2%, azucares 77.4%, alcoholes 2.9% y alcoholes grasos 3.4%
2PM: Peso molecular. ®LRI: indice de retencién de Kovats.



El extracto hexanico de la harina de corteza no desgrasada de nanchi (EH-N),
sin derivatizar, mostré un mayor contenido de triterpenos (73.5%), predominando
sitosterol y lupeol (Cuadro 16); mientras que en el extracto hexanico derivatizado
(EH-Nd) predominaron los acidos grasos (36.9%), alcoholes grasos (25.9%), y
otros componentes principales derivados de octacosanol, acido tetracosandico,
quinolizidina y lupeol (Cuadro 17). Por su parte, el extracto hexanico de la harina
de corteza no desgrasada, sin derivatizar, de guamuchil (EH-G) mostré6 como
componentes mayoritarios a la vitamina E (16.1%), lupenona (14.3%), y lupeol
(33.9%) (Cuadro 18); mientras que en el EH-G derivatizado predominaron acidos
grasos (41.7%) y triterpenos (36.5%), los principales compuestos fueron lupeol

acetato y acido hexadecanoico (Cuadro 19).

El analisis de los extractos metandlicos sin derivatizar de nanchi de la costa
(EM-N y EM-DN) no presentaron ninguna sefal, esto podria ser por la naturaleza
polar de los extractos; mientras que en los extractos derivatizados (Cuadros 20 y
21) predominaron azucares (EM-Nd 26% y EM-DNd 77.4%) y compuestos

derivados del acido ursolico (EM-Nd 45.4%).

Las plantas son fuentes naturales de estructuras novedosas y de compuestos
con actividades farmacoldégicas (Osorio y col 2008). El analisis por CG-EM de los
extractos activos mostr6 un gran numero de compuestos con diferentes
estructuras quimicas (e.g. acidos carboxilicos, acidos grasos, compuestos
fendlicos, fitoesteroles, flavonoides, terpenos). En la caracterizacion fitoquimica
de estos extractos se identificaron cumarinas volatiles, flavonoides, saponinas,

taninos, y triterpenos o esteroides; taninos, esteroides, y flavonoides ya habian
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sido reportados en un extracto de corteza de Zizyphus mauritiana (Rahman
2011). Resulta importante recordar que el EH-N mostré la mayor actividad
antigiardial; el extracto sin derivatizar presentd un alto contenido de triterpenos,
predominando predominando B-sitosterol y lupeol (73.5%); de los cuales ya se
han reportado distintas actividades biologicas como anticancerigenas,

antimalaricas, y hepatoprotectora (Shailajan y Joshi 2011).

Por otro lado, Villasefior y col (2002) demostraron que el B-sitosterol aislado
de un extracto de hojas de Mentha cordifolia posee propiedades antihelminticas
contra Ascaris suum (25 mg/mL de extracto). Ademas, en otro reporte ya se ha
demostrado la actividad larvicida de cinco plantas con usos medicinales; donde,
el componente principal del extracto mas activo fue identificado como [B-sitosterol
(Rahuman y col 2008). Mientras que en el caso de lupeol, se le han demostrado
un gran numero de actividades biologicas tales como antiprotozoaria,
antiinflamatoria, antitumoral, nutracéutica, quimiopreventiva, y antimicrobiana
(Wal y col 2011). Caniato y Puricelli (2003) revelaron que el lupeol extraido de
hojas de Vernonia brasiliana (25 pg/mL) modera la inhibicion in vitro del
crecimiento de Plasmodium falciparum. La actividad del extracto EH-N podria
deberse a la presencia de los triterpenos [B-sitosterol y lupeol. En el caso del
extracto hexanico de nanchi derivatizado (EH-Nd) predominaron los acidos
grasos (36.9%) y alcoholes grasos (25.9%), asi como también se observaron
derivados de quinolizidina (12.5%) y de lupeol (19.4%). Existen estudios en los
que derivados de quinolizidina (peletierina), extraida de Punica granatum con

fines antihelminticos, son usados en medicina veterinaria (Farook y col 2009). No
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se encontraron reportes que relacionen algun compuesto derivado de

quinolizidina contra G. duodenalis.

En cuanto a la actividad biologica de los componentes mayoritarios en el EH-
G (i.e., vitamina E, lupenona, lupeol y acidos grasos), ya ha sidoampliamente
reportada. Katekhaye y col (2016) demostraron el potencial inhibitorio de la
enzima a-glucosidasa y a-amilasa el extracto en éter de petroleo de la corteza de
P. dulce (guamuchil) (0.5, 1, 2 y 4 mg/mL), y sugieren que dicho extracto tiene
potencial como tratamiento eficaz para la diabetes mellitus. En dicho estudio se
aislaron y caracterizaron dos triterpenoides, lup 20(29)-en y lupeol, junto con dos
compuestos de hidrocarburos de cadena larga, acido laurico (acido dodecanoico)
y metiltetracosanoato; a los cuales se les podria atribuir dicha actividad. El lupeol
aislado y caracterizado en el estudio referido coincide con el identificado en el
presente trabajo de investigacién. El lupeol y compuestos relacionados poseen
una diversa gama de otras actividades bioldgicas; por ejemplo, antiprotozoarios,
antiinflamatoria, antitumoral y quimiopreventiva (Wal y col 2011); sin embargo,

aun no se ha demostrado su actividad contra G. duodenalis.

En los extractos metandlicos de nanchi derivatizados (Cuadros 20 y 21)
predominaron azucares (EM-Nd 26% y EM-DNd 77.4%) y compuestos derivados
del acido ursélico (EM-Nd 45.4%). Entre las categorias de productos naturales,
los triterpenoides representan una gran familia de compuestos y comprenden
mas de 20000 triterpenoides identificados, incluyendo al acido ursdlico. En
décadas recientes se ha realizado una extensa investigacion para demostrar el
potencial farmacolégico mediado por acido ursdlico y sus derivados (Kashyap y
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col 2016). El potencial antiparasitario que presentaron los extractos EM-N y EM-
Nd podria atribuirse a la presencia del derivado de acido ursoélico (Cuadros 20 y
21), considerando los reportes previos que demuestran su actividad
antiparasitaria (e.g., antihelmintica y antiprotozoal). Pandey y col (2016) aislaron
acido ursdlico del extracto etandlico de hojas de albahaca morada (Ocimum
sanctum) y demostraron su actividad antihelmintica contra gusanos adultos de
Pheretima postuma (evaluado a 25 mg/mL), los resultados indicaron que el acido
ursolico tiene un alto poder para paralizar (20 min) y matar al parasito (30 min).
También se ha evaluado la actividad antiprotozoal in vitro del extracto
hidroalcohdlico de Miconia langsdorffii contra L. amazonensis. El compuesto
aislado, acido ursolico, presentd actividad moderada en comparacién con los
farmacos antileishmanianos actualmente empleados. De manera interesante,
estos compuestos presentaron baja toxicidad, lo que permite sugerir que el acido
ursolico y sus derivados resulten particularmente interesantes para el desarrollo

de nuevos agentes antiprotozoarios (Cargnin y Gnoatto 2017).

F CUANTIFICACION, PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LOS
COMPONENTES ASOCIADOS A LA ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA

CONTRA Hymenolepis nana

Los taninos son compuestos fendlicos con un peso molecular usualmente
comprendido entre 500 y 3000 Da. Se clasifican estructuralmente en taninos
condensados (proantocianidinas) y taninos hidrolizables (derivados de acido

galico y elagico) (Ricco 2006; Dhakal y col 2015).
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El analisis fitoquimico de los extractos con actividad antiparasitaria contra H.
nana (i.e., EA-G y EA-DG) mostro la presencia de taninos condensados, por lo
que se realizd la cuantificacion de los mismos mediante el método de vainillina

(Price y col 1978).

El extracto con mayor actividad, EA-DG, presenté mayor cantidad de taninos, en
comparacién con el EA-G (16.65 y 6.15 mg EC /100 mg b.s., respectivamente)
(Cuadro 22). La purificacion por Sephadex LH-20 del EA-DG derivd en una
fraccion metandlica (EA-DGm) y una acetonica (EA-DGa), el mayor contenido de
taninos lo presenté la fraccion EA-DGa (19.56 mg EC /100 mg b.s.). La actividad
antiparasitaria de taninos ya ha sido reportada, Hossain y col (2015) asociaron la
actividad antihelmintica contra Tubifex tubifex y el contenido de taninos de
diferentes extractos de hojas de Hopea odorata, reportando que el extracto con
mayor contenido de taninos (96.99 mg EC/gramo de extracto), presento la mejor
actividad antihelmintica con tiempos de paralisis y muerte de 4 y 7.5 min,

respectivamente.

Algunos farmacos actuan dafando la cuticula del parasito, lo que lleva a una
digestion o rechazo parcial del parasito mediante mecanismos inmunitarios. Sin
embargo, la deficiente comprension de sus mecanismos de accion retrasa los
esfuerzos en la elaboracion de farmacos capaces de combatir el problema de

resistencia que actualmente se presenta (Doenhoff y col 2008).
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Cuadro 22. Contenido de taninos condensados del extracto acuoso (EA) de
harina de corteza de guamuchil (G), activo contra Hymenolepis nana, y de

sus fracciones '

Planta Extracto/Fraccién mg EC /100 mg b.s.?
EA-G 6.15+1.74
EA-DG 16.65 £ 3.29
Guamuchil
EA-DGm 4.60 £ 2.02
EA-DGa 19.56 +4.56

" El extracto se preparé a partir de harina de corteza sin desgrasar (G) y desgrasada
(DG).

2 Los valores son la media * la desviacién estandar de dos ensayos independientes
por triplicado. Miligramos equivalentes de catequina/100 miligramos en base seca (mg
EC/100 g b.s.)
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En cuanto a los posibles mecanismos de accion de polifenoles naturales
presentes en productos alimenticios, bebidas y plantas medicinales, existen
evidencias de que pueden actuar como antioxidantes y/o formando complejos
con iones metalicos o con macromoléculas (i.e., pétidos, proteinas vy

polisacaridos) (Ferreira 2002).

El mecanismo de accion de los taninos condensados contra H. nana se
desconoce; sin embargo, se ha sugerido que los taninos condensados interfieren
con la generacion de energia del parasito, desacoplando la fosforilacidén
oxidativa, o uniéndose a la proteina libre en el tracto gastrointestinal del
hospedero, o bien, a la glicoproteina en la cuticula del parasito, provocando su

muerte (Hossain y col 2015).

Las fracciones obtenidas de la purificacion por Sephadex (i.e., EA-DGm y EA-
DGa) se analizaron por espectrometria de masas mediante insercidon directa
modo negativo, en un rango de masas de 70 a 2000 Da. Los espectros de masas
fueron claramente diferentes (Figuras 18 y 19). En la fraccion metandlica EA-
DGm se observé un ién principal de m/z = 377 u, y sefiales de menor intensidad
correspondiente a proantocianidinas (Figura 18-a). La fragmentacién del i6n
principal (MS?) generd un ién de m/z = 341 u (377 - 36) asociado a la pérdida de
un atomo de cloro (Figura 18-b), por lo que el i6n de m/z = 377 podria
corresponder a un aducto con cloro [(M - H) + CI]". La posterior fragmentacién

(MS®) de i6n 341 [M - H]” generd un i6n principal de m/z = 179 [M — H -
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Figura 18. Espectro de masas mediante insercion directa en modo negativo de la subfraccién metandlica del
extracto acuoso de harina desgrasada de guamuchil (EA-DGm): se observa un i6n principal de m/z =377 u (a);
fragmentacioén del ién principal (MSZ) generd un i6n de m/z = 341 u (377 - 36), asociado a la pérdida de un
atomo de cloro (b); fragmentacion (MSS) de i6n 341 [M -H] generd un i6n principal de m/z = 179 [M — H - 162]
(100%), atribuido a la presencia de un residuo de acido caféico (c).
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162] (100%), atribuido a la presencia de un residuo de acido cafeico, resultado
de la pérdida de una hexosa, y otros de menor intensidad de m/z = 221 [M - H -
120], 161 [M-H - 162 - 18], 143 [M-H - 162 - 2(18)], 118 y 113 u (Figura 18-c).
Dicho patrén de fragmentacion ha sido reportado para el acido cafeico-O-

hexdsido (Parejo y col 2004; Gouveia y Castilho 2011).

En cuanto al analisis de la fraccion EA-DGa, el espectro de masas de primer
orden en modo negativo, registra paquetes de sefales para dimeros hasta
pentameros (Figura 19). En cada paquete de senales se observo diferencia de
16 Da entre cada pico, atribuido a la diferencia en el numero de grupos hidroxilo
presentes en el anillo B del monémero. Se observaron diferencias en las
unidades de masa en las series de 272, 288 y 305 Da, correspondientes a
unidades de (epi)afzelequina (A), (epi)catequina (B) y (epi)galocatequina (C)
(Figura 20). En la region de los dimeros se observaron masas para las tres
combinaciones de dichas unidades monoméricas (Figura 19-a). En la ampliacién
de la region de los trimeros (Figura 19-b) se observan dos series, con diferencia
de 35 Da entre ellas, una correspondiente a los iones negativos [M - H] y otra

para los mismos formando aductos con cloro [M — H + CIJ".

Las combinaciones de las masas de las unidades monomeéricas (A, By C) se
utilizaron para calcular las masas esperadas y compararlas con las observadas

en el espectro de masas de acuerdo a la expresion:

[M - H] = 2(2 H de unidades terminales) + 272A + 288B + 304C — 1

O en el caso de los aductos con cloro:

117



(epi)afzelequina - (epi)catequina (epi)afzelequina - (epi)galocatequina

HO l
OH

(epi)afzelequina

(epi)catequina - (epi)galocatequina

Unida extensora

Figura 20. Dimeros identificados en el subfraccion aceténica del extracto acuoso de
la harina desgrasada de guamuchil (EA-DGa).

Formados por unidades de (epi)afzelequina (274.46 g/mol), (epi)catequina (290.26
g/mol) y/o (epi)galocatequina (306.26 g/mol). En polimeros (dimeros hasta

pentameros) la unidad extensora es (epi)afzelequina.
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[M-H + CI = 35(Cl) + 2(2 H de unidades terminales) + 272A + 288B + 304C

-1

En el Cuadro 23 se indican solo las combinaciones que coinciden con las
masas presentes en el espectro, identificando desde dimeros hasta pentameros.
Se observaron diferentes combinaciones de las unidades monoméricas A, B y C,

para los grados de polimerizacion identificados.

En el espectro MS? del ion [M - H] de m/z 833 (Figura 21) se observan iones
principales a m/z = 561 [M - H) - 272] y 529 [(M - H) - 272 - 2(16)],
correspondientes a la pérdida de (epi)afzelequina y de grupos OH'".
Adicionalmente, se observaron iones a m/z = 681 [(M - H) - 152], y 409 [(M - H) -
272 - 152], asignados a una ruptura retro-Diels-Alder del anillo B de la unidad de
(epi)catequina, en el trimero y dimero respectivamente. La presencia de

(epi)catequina se confirmé con el ion a m/z = 289 [Cat - H'.

Las proantocianidinas estan ampliamente distribuidas en la naturaleza y a
menudo son compuestos activos de plantas medicinales. Estudios diversos
demuestran actividades biolégicas atribuidas a proantocianidinas (i.e.,
propiedades antivirales, antibacterianas, moluscidas, inhibidoras de enzima y
antioxidantes) (Ferreira 2002). Foo y col (2000), establecieron que las
catequinas, un tipo de proantocianidinas o taninos condensados, son compuestos
con actividad inhibidora de la adherencia de bacterias como E. coli a las células
epiteliales; éstos fueron oligbmeros y polimeros del flavan-3-ol, que se

encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Las unidades de flavan-
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Cuadro 23. Masas calculadas y observadas por MS-ESI para los taninos obtenidos de

la subfraccion aceténica de EA-DGa

Unidad [M+C|-H]

Grado de [M-H]-

polimerizacién

monomérica

A B Cc Calculado’* Observado Calculado® Observado
1 1 0 561 561.4 NP NP
Dimeros 1 0 1 577 577.27 NP NP
0 1 1 593 593.48 NP NP
2 1 0 833 833.32 868 868.93
Trimeros 2 0 1 849 849.42 884 884.81
1 2 0 849 849.42 884 884.81
1 1 1 865 865.4 900 900.91
2 1 1 1137 1137* 1172 1172*
Tetrameros 3 1 0 1105 1105* 1140 1140*
3 0 1 1121 1121.42 1156 1156*
4 1 0 1377 1377* NP NP
Pentameros 4 0 1 1393 1393.4 NP NP
3 1 1 1409 1409* NP NP

'A: afzelequina/epiafzelequina (272 Da), B: galato de catequina/ epicatequina (288 Da), C: galato de
galocatequina/ epigalocatequina (304 Da).

2 [M-H]'= 2(2 H de unidades terminales) + 272A + 288B + 304C — 1.
3 [M+CI-H]: 35 (CI') 2(2 H de unidades terminales) + 272A + 288B + 304C — 1.
NP: No presentaron aductos con cloro [M+CI-HJ".

*No se observa valor exacto de la sefial presente en el espectro.
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3-ol mas abundantes en la naturaleza son: (+)-afzelequina, (+)-catequina, (+)-
galocatequina y sus diasteroisomeros. Resultados similares a los encontrados en
la presente investigacion, fueron reportados para la corteza de Maytenus buxifolia
por Méndez Rodriguez (2016), identificando los mondmeros (epi)afzelequina,
(epi)catequina, (epi)galocatequina y 4’-metil- (epi)catequina, asi como siete
dimeros, ocho trimeros y cinco tetrameros formados por la combinacién de
dichas unidades monomeéricas. Sternberg ( 1997), demostro la presencia natural
de las primeras profisetinidinas oligoméricas en corteza de Pithecellobium dulce
(Guamuchil), las cuales son de gran importancia econémica en la industria de los

taninos comerciales.

En la actualidad, el uso de compuestos vegetales, tales como taninos
condensados (proantocianidinas) como agentes antiparasitarios ha recibido un
renovado interés debido a la resistencia de parasitos a los tratamientos
disponibles actualmente, asi como a las preocupaciones sobre los residuos de
farmacos derivados del uso profilactico de drogas sintéticas en sistemas de
produccion de alimentos de origen animal destinados al consumo humano

(Williams y col 2014).

G EVALUACION DE LA TOXICIDAD MEDIANTE EL BIOENSAYO CON

Artemia salina

Debido a que los principios activos provenientes de plantas pueden ser
toxicos a altas concentraciones, la toxicidad es uno de los principales parametros

a evaluar. Extractos con actividad antiparasitaria podrian utilizarse en el
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tratamiento de enfermedades parasitarias, por eso, resulta necesario confirmar
su inocuidad. De los extractos evaluados contra H. nana y G. duodenalis, EM-N,
EM-DN, EH-N, EH-G, y EA-DG fueron los que presentaron mayor actividad
antiparasitaria. Considerando los valores de CLsy de estos extractos contra A.
salina, los extractos de nanchi fueron de practicamente no toxico (EH-N) a
moderadamente toxico (EM-DN); mientras que para los de guamuchil, el EH-G

fue relativamente inocuo y el EA-DG fue altamente toxico (Cuadro 24).

El ensayo de toxicidad con Artemia salina se utiliza ampliamente como
estudio preliminar para establecer la toxicidad de productos de origen natural; es
un método econdmico, seguro, eficaz y practico; también se ha usado para la
busqueda de compuestos bioactivos. Los extractos fueron evaluados hasta 2
mg/mL, de acuerdo a la escala propuesta por Meyer (1982) y Sanabria-Galindo
(1997) para extractos de plantas, aquellos extractos que presentan una dosis
letal media arriba de 2 mg/mL (CL50>2000 ppm) se consideran no toxicos.
Ademas, los nauplios de Artemia salina son sensibles a una gran variedad de
sustancias quimicas, por ello se considera un ensayo util en la evaluacién

preliminar de toxicidad en extractos de plantas (Solis y col 1993).
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Cuadro 24. Toxicidad (CLsp), en el ensayo de Artemia salina, de los extractos
metandlicos (EM), hexanicos (EH), y acuosos (EA) de harinas de cortezas de

nanchi de la costa (N) y guamuchil (G) que mostraron actividad antiparasitaria

Planta Extracto CLso(pg/mL)? Clasificacion®
EM-N 618.8 Ligeramente toxico
Metanodlico
Nanchi de la EM-DN 273.9 Moderadamente téxico
costa —
Hexanico  EH-N 1261.3 Practicamente no
toxico
Acuoso EA-DG 60.4 Altamente toéxico
Guaew3muchil
Hexanico EH-G 2192.8 Relativamente inocuo

' Los extractos se obtuvieron a partir de harina sin desgrasar (N y G) y desgrasada (DN y
DG)

2 CLso: concentracion letal media. Se presenta la media de dos ensayos independientes,
por triplicado

® Clasificacion toxicidad segun el Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para
el Desarrollo (CYTED)
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La letalidad en este ensayo podria ser un parametro que sugiere distintas
actividades bioldgicas (Klare y col 2003), mientras que el estudio de toxicidad se
considera esencial durante la identificacion y aislamiento de nuevos compuestos

a partir de extractos crudos (Sasidharan y col 2008).

En estudios previos, Olajuyigbe y Afolayan (2012) demostraron actividad

citotoxica contra A. salina (CLsg 90.27 ug/mL) del extracto acetonico de la corteza

de Zizyphus mucronata, presentando mayor toxicidad que los extractos de nanchi

(Z. sonorensis) (Cuadro 24). La citotoxicidad del extracto EA-DG (CLsy 60.4
Mg/mL) fue menor a la registrada por Biswas y col (2015) para un extracto
etandlico de hoja de guamuchil (CLsy 20 ug/mL). Estos cambios podrian deberse
al tiempo y ubicacion de la recolecciéon, el 6érgano o tejido de la planta y el

disolvente utilizado para la extraccion.

El estudio fitoquimico de EA-DG fue positivo para taninos, a los cuales se les

podria asociar la toxicidad mostrada durante el ensayo de A. salina.

Los resultados de CLsy que proporciona este ensayo no establecen alguna
actividad fisiolégica o biolégica en especifico; solo indican toxicidad a nivel
celular, que pueden orientar para investigaciones mas especificas (Sanchez y
Neira 2006). Por lo que son necesarios estudios de toxicidad en un organismo
mas complejo. Uno de los métodos mas utilizados es el establecido por Lorke

(1983) en un modelo de ratén.
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H DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL MEDIA (LDs;) POR METODO DE

LORKE

En la evaluacion de la toxicidad por el método de Lorke del extracto con
mayor actividad contra H. nana (i.e., EA-DG), en la primera etapa (dosis de 10,
100 y 1000 mg/kg de peso) no se registrd6 mortalidad en las 24 h posteriores a
administrar la dosis. Por lo que se procedidé a la segunda etapa (dosis de 1600,
2900 y 5000 mg/kg de peso), la dosis mas alta fue letal a los 60 min; pero a 2900
mg/kg, los ratones permanecierion vivos durante las 24 h del ensayo; sin
embargo, durante las primeras 2 h se observaron algunos signos negativos, los
ratones mostraron pérdida de apetito, debilidad, dificultad para moverse, y
respirar; posteriormente los ratones recuperaron su comportamiento normal. El

valor LDsp determinado para EA-DG fue de 3807.89 mg/kg de peso.

En lo que respecta a la toxicidad del extracto mas activo contra G. duodenalis
(i.e., EH-N), por problemas de solubilidad sélo fue posible evaluarse a una dosis
de 1000 mg/kg de peso; a esta dosis, los ratones permanecieron vivos durante
las 24 h posteriores a la administracion y sin signos de toxicidad (i.e., pérdida de

apetito, debilidad, dificultad para moverse y respirar).

En la literatura se encuentran reportes donde evaluan la toxicidad de
extractos por diferentes métodos. Rahman (2011), evalué la toxicidad aguda del
extracto etandlico de corteza de Zizyphus mauritiana, los animales mostraron
s6lo una disminucion de la movilidad sin mortalidad, incluso en la mayor dosis

evaluada (4000 mg/kg). Otro trabajo de investigacion evaluo la toxicidad aguda
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del extracto metandlico de hojas de Adhatoda vasica y no se registraron signos
adversos (i.e., pérdida de apetito, debilidad, alteracibn en la temperatura
corporal) aun a la mayor dosis evaluada (3200 mg/kg) (Yadav y Tangpu 2008).
Resultados similares a los obtenidos en la presente investigacion para los
extractos EH-N y EA-DG, evaluados a 1000 y 2900 mg/kg de peso,
respectivamente. Por lo tanto, nuestros datos sugieren que los extractos
evaluados en este ensayo son inocuos y que su consumo es seguro (Lorke
1983). Ademas, la ausencia de mortalidad en los 21 dias posteriores a la

aplicacion del tratamiento soporta la inocuidad de los extractos.
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VIl CONCLUSIONES

Los resultados soportan el uso etnofarmacolégico de extractos de la corteza
de nanchi de la costa contra Giardia duodenalis y de la corteza de guamuchil

contra Hymenolepis nana.

En relacibn a la actividad contra Giardia duodenalis, los compuestos
responsables de la actividad son de polaridad baja a media, y el extracto
hexanico de nanchi (EH-N) tiene mayor potencial para tratar la giardiosis que

otros extractos de nanchi o de guamuchil.

Los componentes polares de la corteza de guamuchil tienen un mayor
potencial para tratar la hymenolepiosis por Hymenolepis nana, el extracto acuoso
de harina desgrasada de corteza de guamuchil (EA-DG) mostré mayor actividad

in vitro que el antiparasitario de eleccién Praziquantel.

El analisis fitoquimico sugiere que la actividad contra Giardia duodenalis del
extracto hexanico de guamuchil se debe a la presencia de triterpenos o
esteroides; mientras que la actividad contra Hymenolepis nana puede deberse a

su contenido de saponinas y taninos.

Los extractos con actividad anti-Giardia presentaron compuestos con
relevancia terapéutica, como terpenos (e.g., sitosterol, lupeol, lupenona vy

derivados del acido ursdlico), acidos grasos, compuestos fendlicos y flavonoides.

El analisis por espectrometria de masas de las subfracciones de guamuchil

con mayor actividad antiparasitaria (i.e., EA-DGm y EA-DGa) sugiere que los
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compuestos responsables de esta actividad son proantocianidinas (taninos
condensados), formadas por mezclas desde dimeros hasta pentameros de
unidades monoméricas de  (epi)afzelequina, (epi)catequina y/o

(epi)galocatequina; asi como derivados del acido caféico.

En el ensayo de toxicidad con Artemia salina, los extractos de nanchi de la
costa con actividad anti-Giardia resultaron inocuos mientras que el extracto

acuoso de guamuchil con actividad contra H. nana fue toxico.

La evaluacion de toxicidad, mediante el método de Lorke, sugiere la
inocuidad de los extractos hexanico de nanchi de la costa (EH-N) y acuoso de la

harina desgrasada de guamuchil (EA-DG).
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PERSPECTIVAS

Demostrar la actividad antiparasitaria de componentes especificos en los

extractos con mayor actividad contra Hymenolepis nana y Giardia duodenalis.

Demostrar la actividad antiparasitaria de los extractos activos en modelos in

Vivo.

Determinar otras actividades biologicas (i.e., antibacterianas, antimutagénicas
e inhibitoria de a-glucosidasa) para los extractos que presentaron actividad

antiparasitaria (EM-N, EM-DN, EH-N, EH-G y EA-DG).
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ABREVIATURAS

% Porciento

gm  Micrémetro

b.h. Base humeda
b.s. Base seca
BSTFA N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida
CG Cromatografia de gases
cm Centimetro
col Colaboradores
DMSO Dimetil sulfoxido
ESI lonizacion por electroasperjado, por sus siglas en inglés
g Gramo
IC50 Concentracion necesaria para inhibir el 50%
IE impacto electronico
LRI indice de retencion de Kovats
m Metro
mg EC Miligramos equivalentes de catequina
min Minuto
mm  Milimetro
PM Peso molecular
MS Espectrometria de masas
MTT 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolio
ppm Partes por millén
PVDF Fluoruro de polivinilideno
rom Revoluciones por minuto
s Segundo
SFB Suero fetal bovino
TMCS Trimetilclorosilano

148



	9fd40ce0876db05d945b129eb7253db227a6a6f27fd2ada9bda0a82881055988.pdf
	9b850d7adc70ee567fc48c38d0f5fa5846782a53539bd36ee5992df83e340ef7.pdf
	9fd40ce0876db05d945b129eb7253db227a6a6f27fd2ada9bda0a82881055988.pdf

