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RESUMEN: De acuerdo a la OMS, cerca del 80 % de la poblacion mundial depende
de la medicina tradicional para la atencién primaria de su salud, asi mismo el
desarrollo de resistencia por parte de los microorganismos patdégenos ha provocado
que muchos investigadores impulsen la busqueda de compuestos activos en plantas
medicinales. En este trabajo se evalu6 la actividad antiprotozoaria in vitro de los
extractos etanolicos de cinco plantas (Arenaria lycopodioides, Geranium
schiedeanum, Lopezia racemosa, Phytolacca icosandra y Plantago lanceolata) sobre
los trofozoitos de E. histolytica y G. lamblia, (principales implicados en infecciones
parasiticas intestinales). Estas plantas son utilizadas en la medicina tradicional de
Hidalgo para tratar trastornos gastrointestinales tales como la diarrea.

Se evaluaron los extractos etanolicos a concentraciones de 0.01, 0.05, 0.1, 0.13, 0.15,
0.25, 0.30 y 0.7 pg/mL sobre cultivos axénicos y utilizdndose metronidazol como
control positivo a concentraciones de 0.210 pg/mL y 0.06 pg/mL para G. lamblia y
E. hystolitica, respectivamente (Jiménez et al., 2013), cada concentracion se probo en
tres eventos independientes por triplicado, se procedid a contar el nimero de
trofozoitos/mL, realizandose curvas dosis-respuesta para determinar la concentracion
inhibitoria media (Clsp) mediante analisis Probit y realizandose una prueba
confirmatoria mediante un ensayo de viabilidad celular. Los extractos evaluados
presentaron actividad antiprotozoaria moderada, siendo el de P. lanceolata el que
presentd una mayor potencia con una Clso de 69.69 pug/mL para E. histolytica y 78.71
pug/mL para G. lamblia. Posteriormente se realizé el estudio fitoquimico biodirigido
de la especie més activa, se realizd una particion del extracto crudo de P. lanceolata
con cloroformo/acetato de etilo/agua. La fraccion obtenida con acetato de etilo
obtuvo la mejor actividad antiprotozoaria con una Clsg de 25.4 pg/mL para E.
histolytica y 31.7 pg/mL para G. lamblia, el estadio fitoquimico condujo al
aislamiento e identificacion de verbascésido (acte6sido) como compuesto
mayoritario, para el cual la determinacion de su actividad antiprotozoaria se

encuentra en proceso.
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ABSTRACT: According to WHO, about 80% of the world population depends on
traditional medicine for primary health care, also the development of resistance
among pathogens has led many researchers promote the search for active compounds
in medicinal plants. In this work, the in vitro antiprotozoal activity of the ethanolic
extracts of five plants (Arenaria lycopodioides, Geranium schiedeanum, Lopezia
racemosa, Plantago lanceolata and Phytolacca icosandra) against E. histolytica and
G. lamblia trophozoites was evaluated (the main implicated in parasitic intestinal
infections). These plants are used in traditional medicine to treat gastrointestinal

diseases in the population of Hidalgo State, such as diarrhea.

The ethanolic extracts were evaluated at concentrations of 0.01, 0.05, 0.1, 0.13, 0.15,
0.25, 0.30 and 0.7 pg/mL on axenic cultures, metronidazole was evaluated as a
positive control at concentrations of 0.210 pg / mL and 0.06 pug / mL for G. lamblia
and E. hystolitica, respectively (Jiménez et al., 2013), each concentration was tested
in triplicate independent events three times, we proceeded to count the number of
trophozoites/mL and dose-response curves were performed to determine the mean
inhibitory concentration I1Cso by Probit analysis and a confirmatory test denominated
MTS assay was realized. The extracts evaluated showed moderate antiprotozoal
activity, being the P. lanceolata extract which had a higher activity with 1Cs, of 69.69
pg/mL for E. histolytica and 78.71 pg/mL for G. lamblia. Subsequently the bioguided
assay of the most active specie was performed; a partition of the crude extract of P.
lanceolata with chloroform/ethyl acetate/water was performed. The ethyl acetate
fraction showed the best antiprotozoal activity with an ICsy of 25.4 pg/mL for E.
histolytica and 31.7 pg/mL for G. lamblia, the phytochemical research led to the
isolation and identification of verbascésido (acteoside) as the major compound, for

which the determination of the antiprotozoal activity is in process.
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I INTRODUCCION

A lo largo de su historia, el hombre se ha valido de las plantas para hacer frente a las
diversas enfermedades que han aquejado su existencia, Entre los usos mas frecuentes
de las especies medicinales se encuentra el tratamiento de trastornos
gastrointestinales como es el caso de la diarrea y la disenteria. Dos agentes causales
de estos padecimientos son los protozoarios Entamoeba histolytica y Giardia
lamblia, causantes de amebiasis y giardiasis, las cuales ocasionan una considerable

morbi-mortalidad en paises en vias de desarrollo.

De acuerdo a la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) en el caso de la amebiasis,
en el mundo alrededor del 10 % de los infectados (50-100 millones) presenta
manifestaciones clinicas y de ellos la décima parte cursa con localizacion
extraintestinal (la forma mas complicada de la infecciébn) y es causa de
aproximadamente 100,000 muertes/afio. En México se presentaron 550 muertes entre
los afios 2004 y 2008 asi como un promedio de 978,000 nuevos casos reportados
entre el 2000 y el 2006 (Naoyoshi et al., 2012) siendo la tercera causa de muerte por
enfermedades parasitarias solo tras la esquistosomosis y el paludismo.

En el caso de Giardia lamblia es el parasito intestinal mas comun, responsable de
sindromes diarreicos en todo el mundo. Se estima que alrededor de 200 millones de
personas presentan la enfermedad en Asia, Africa y Latinoamérica, con 500, 000
casos nuevos/afio (Thompson RCA. 2008), observandose un mayor grado de riesgo
en la poblacién pediatrica. Las mas altas prevalencias se presentan en regiones

tropicales y subtropicales, en las zonas rurales de paises en desarrollo.

Para el tratamiento de la amebiasis y giardiasis el farmaco de eleccion es
metronidazol (Kasper et al., 2006, Brooks FG et al., 2007,Dipiro TH et al.,2008); sin

embargo, han ocurrido diversos problemas asociados al uso de este farmaco como lo
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son: los efectos adversos, la actividad contra la flora natural del tracto gastrointestinal
los cuales son afectados de manera colateral por este compuesto, ademéas del
potencial problema de farmacorresistencia del cual recientes reportes indican que
estos protozoarios han mostrado, debido principalmente al uso irracional y
descontrolado (Vega Gutiérrez ML. Et al.,2008 y Guerra Solis IA. Et al., 2006). Esta
situacion ha llevado a la bdsqueda de nuevos compuestos de origen natural, que
puedan ser utilizados para el tratamiento de amebiasis y giardiasis, que ademas
presenten una menor cantidad de reacciones adversas para el ser humano, por lo cual
en este trabajo se llevo a cabo la evaluacidn del potencial antiprotozoario de cinco
plantas utilizadas en la medicina tradicional del Estado de Hidalgo para el tratamiento
de trastornos gastrointestinales como es la diarrea y la disenteria, se utilizé para ello
los extractos etanolicos evaluados in vitro contra los trofozoitos de Entamoeba
histolytica y Giardia lamblia, posteriormente se realizd el estudio fitoquimico
biodirigido de la especie que presentd la mejor actividad antiprotozoaria, el cual
condujo al aislamiento e identificacién de Verbascosido (actedsido) como compuesto
mayoritario, para el cual la determinacion de su actividad antiprotozoaria se

encuentra en proceso.
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Il ANTECEDENTES

Existen documentos que prueban que las plantas han sido utilizadas para tratar
diversas enfermedades desde hace miles de afios y comenzd probablemente, en el
intimo contacto con la naturaleza, con la observacion de las costumbres de otros
animales y de la experiencia acumulada tras la ingestion accidental o provocada de
algunas especies vegetales. En Mesoameérica, la medicina herbolaria habia alcanzado
increibles dimensiones tan es asi que una de las deidades Aztecas estaba destinada a
los médicos y personas que manejaban las plantas como como medio de terapéutica
(Figura 1), uno de los documentos mas emblematicos y representativos sobre la
utilizacion de plantas con fines terapéuticos en México es El Libellus de
medicinalibus indorum herbis o Codice de la Cruz-Badiano (1552) el cual es un
documento con 184 ilustraciones a color de plantas medicinales y de las cuales un 90
% de estas siguen en uso hoy en dia en la préctica de la medicina tradicional en
Meéxico (Campiglio, 2007).

Figura 1. Pictografia de la diosa azteca Toci (Diosa de los médicos,
parteras,temazcales, yerberas y adivinos.)
Fuente: Cddice Borgia, Biblioteca del vaticano.
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En muchos paises del mundo, el uso de las plantas medicinales para el control, cura y
tratamiento de enfermedades constituye un conocimiento que adn es transmitido de
forma verbal de generacion en generacion como parte de sus tradiciones. De acuerdo
con la OMS se estima gque aproximadamente del 80 % de la poblacién de los paises
en desarrollo hace uso de la medicina tradicional para resolver sus problemas de salud
(OMS., 2004).

México; pais con una extensa biodiversidad ocupa el segundo lugar a nivel mundial
en el nimero de plantas medicinales registradas con 4,500 plantas, después de china
que tiene registradas 5,000. En tercer lugar estd Colombia con 2,600 plantas
(Mufeton P., 2009). Estos son los primeros lugares mundiales en herbolaria; Hidalgo
es un estado con una privilegiada situacion geogréfica, brinda una gran variedad de
plantas, se han reportado 611 especies de plantas utilizadas por los habitantes del
Estado, de las cuales 461 corresponden a plantas con uso medicinal y de estas
ultimas, 137 ocupan el primer lugar en el tratamiento de afecciones del sistema
digestivo. Las dos principales afecciones del sistema digestivo para las cuales se
emplean plantas medicinales son el dolor de estdbmago y diarrea con 49 y 28 especies,
respectivamente (Pérez et al; 2003). Sin embargo, se estima que sélo 5 % de las
plantas medicinales en México han sido estudiadas para validar quimica,
farmacoldgica y biomédicamente los principios activos que contienen (Pérez-
Escandon et al., 2003).

De acuerdo a la OMS, la diarrea es la segunda causa de muerte en nifios menores de
cinco afios con una incidencia de hasta 1,700 millones de casos al afio y con una
mortandad anual de hasta 760,000 nifios menores de 5 afios en todo el mundo
(OMS,2013), En México, en los nifios de 1 a 4 afios de edad las enfermedades
infecciosas intestinales se mantienen entre las primeras cinco causas de muerte, en el
2010 se presentaron 266 muertes con tasa de 3.5 por 100,000 nacimientos estimados
(SINAVE, 2012).
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La diarrea puede tener diversas etiologias, dentro de los principales agentes
etioldgicos de este padecimiento se encuentran las infecciones intestinales producidas

por protozoarios E. histolytica y G. lamblia (OMG, 2012)

2.1 Antecedentes y generalidades sobre la amebiasis y giardiasis.

Las enfermedades parasitarias contintan siendo un problema sanitario en todo el
mundo, Especialmente en los paises subdesarrollados ya que constituyen grandes
focos de infeccién y de diseminacion a otras naciones asi como en los paises
desarrollados, puesto que junto al declive de ciertas parasitosis (p. €j., el paludismo),
aumentan con més fuerza otras que anteriormente tenian poca presencia, como es el

caso de la giardiasis, la amebiasis y la criptosporidiasis. (Dipiro, 2008)

2.1.1 Entamoeba histolytica

La amebiasis es definida por la OMS y OPS (Organizacion Panamericana de la
Salud) como “la condicion de portar al parasito Entamoeba histolytica con o sin
manifestaciones clinicas”. En la actualidad se reconoce que el complejo Entamoeba
contiene dos especies morfoldgicamente idénticas 1) Entamoeba dispar (cerca del 90
% del complejo), que permanece en el colon como un comensal estable, es
asintomatica y produce un estado de portador asintomatico y 2) E. histolytica (Figura
2) la cual muestra grados variables de virulencia que van desde un estado comensal
en el colon, en donde no causa enfermedad y sin embargo es potencialmente invasiva,
hasta penetrar la pared intestinal, dando como resultado diarrea aguda, disenteria o

diarrea crénica (Murray. 2009) (Figura 3).
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2 ®

Figura 2. Trofozoito (A) y quiste (B) de Entamoeba histolytica.
Fuente: Marler LM et al: Parasitology CD-Rom, Indiana, Pathology Images, 2003.

E. histolytica es un protozoario paréasito el cual tiene una distribucién cosmopolita en
donde imperan condiciones de sanidad deficientes e inadecuadas; la mayoria de las
infecciones son asintomaticas y puede aparecer meses 0 afios después de haber sido
expuesto (Pritt y Clark, 2006), es un patdgeno con capacidad invasiva y de
diseminacion extraintestinal, en el intestino afecta al intestino grueso pero también
puede ser transportada por la sangre al higado, donde puede producir abscesos
hepéticos. Rara vez se pueden infectar los pulmones, encéfalo, otros érganos, o la piel
perianal (Tieney et al., 2006).

Aproximadamente el 10 % de los portadores asintomaticos de E. histolytica
desarrollan enfermedad invasiva, por esta Ultima se ha convertido en la tercera causa
de muerte por enfermedades parasitarias en el mundo.

En paises en desarrollo es un importante problema de salud y es responsable de

aproximadamente 40, 000 a 100, 000 muertes a nivel mundial (Naoyoshi et al., 2012)
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con una prevalencia del 1 % en paises industrializados y de cerca del 50-80 % en
paises tropicales (Mancilla et al., 2012).

Ingerida

Fase
infeccicsa
de quiste maduro
Abscesos
extraintestinales
(higado, pulmones, efc.)

Circulacion

Invade la pared
del colon y
= multiplica

Estadio diagnostico i
g \ oo,
Trofozoitos y CQuiste
quistes en las heces
[ =

H Desintegracion
del trofozoito

Trofozoito

Figura 3. Ciclo vital de Entamoeba histolytica.

Fuente: Murray P., Rosenthal S. y Pfaller M. (2009).Microbiologia Medica.
Espafia: Elsevier.

En México, la amebiasis se encuentra entre las primeras 20 causas de morbilidad y
tan solo en el 2012 la incidencia fue de mas de 319.97 casos, ocupando Hidalgo el
tercer lugar con una incidencia de 739.91 casos (incidencia por 100,000 habitantes)
solo detras de Guerrero y Oaxaca (DGE, 2014).
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2.1.2 Giardia lamblia

G. lamblia (Figura 4) es un protozoario binucleado y flagelado que habita el intestino
delgado de humanos (el flagelado mas comun del tracto gastrointestinal) y otros
mamiferos; es el agente responsable de la giardiasis, una patologia con
manifestaciones clinicas que varian desde la infeccion asintomatica a la enfermedad

aguda o cronica asociada con diarrea y mala absorcion de nutrientes.

Figura 4. Trofozoito de Giardia lamblia.
Fuente: (Kasper L.D., et al. 2006)

La infeccién con G. lamblia es la enfermedad parasitaria mas comin en todo el
mundo y se inicia por la ingestion de los quistes del paréasito, los cuales se
desenquistan durante su pasaje por el contenido &acido del estbmago como se
esquematiza en la Figura 5, liberando los trofozoitos. Estos colonizan el intestino
delgado superior y se adhieren a la superficie del epitelio intestinal mediante un

organelo caracteristico llamada discoventral o de adhesion (Adam, 2001).
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Fase quistica
infecciosa

Rotura del quiste
en el duodeno

Multiplicacién
mediante fisién
binaria longitudinal

Trofozoitos
en la mucosa
del duodeno

Quiste

Trofozoito ; :
Desintegracion
Fase diagnéstica del trofozoito

en las heces

Figura 5. Ciclo vital de Giardia lamblia (duodenalis).
Fuente: Murray P., Rosenthal S. y Pfaller M. (2009).Microbiologia Medica. Espafia:
Elsevier.

Debido a las diferencias en las condiciones sanitarias, en los paises subdesarrollados
es mayor la prevalencia que en los paises avanzados, en algunos paises pobres, la
giardiasis en nifios afecta cerca del 100 % de la poblacién y cuyas manifestaciones
clinicas oscilan entre el estado portador asintomatico hasta diarrea fulminante con

mala absorcién.

El sindrome de mala absorcidn es un proceso importante en esta enfermedad, como se
muestra en la Tabla 1, se presenta en mas del 50 % de los casos, con mayor influencia
e impacto en pacientes pediatricos, se puede presentar tanto en la etapa aguda como
cronica de la enfermedad. Dada la menor gravedad de la enfermedad y la propension

a la cronicidad, los pacientes suelen solicitar atencion médica en fases tardias del
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proceso; sin embargo, la enfermedad puede ser grave, dentro de los hallazgos
encontrados en los pacientes pueden incluir: enteropatia con pérdida de grasas,
proteinas y vitamina Bi, con deficiencia de disacaridasa y pérdida de peso
importante, retraso del crecimiento, deshidratacion y en casos poco frecuentes,
muerte. (Tieney M.L, 2006)

Tabla 1. Manifestaciones clinicas de la giardiasis. (SEIMC, 2014)

Sintomas %
Diarrea 63
Déficit de absorcion de lactosa 60
Estrefiimiento 55
Déficit de absorcion de B12 / félico 45
Flatulencia 46
Esteatorrea 44
Dolor / distension abdominal 32
Fatiga 28
Anorexia / niuseas 20
Pérdida de peso 18
Vomitos 5

Moco en heces 4

Fiebre 3

Este parasito constituye un importante problema de salud publica global (Thompson
y Monis, 2004; Fayer R., et al. 2004) debido a que grandes epidemias han ocurrido
por contaminacion fecal de alimentos y reservorios de agua, infectando en algunos
casos a miles de personas, en los EE.UU. Se considera a Giardia un posible agente de
bioterrorismo por su capacidad de ser transmitido por el agua, por su potencial de ser
genéticamente manipulado y por la posibilidad de reproducir totalmente su ciclo vital
en el laboratorio. Hasta este momento, la unica posibilidad de controlar la giardiasis

es utilizando medicamentos cuyos principios activos no son altamente eficaces y que
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pueden presentar un gran nimero de efectos secundarios, asimismo, se han registrado
cepas resistentes a los mismos (Vega et al., 2008; Guerra y Guerra, 2006; Petri,
2003).

2.1.3 Tratamiento Farmacoldgico

Existen diversos farmacos para el tratamiento de la amebiasis y giardiasis sin
embargo, asi como ha pasado con otros microorganismos en los cuales el uso
inadecuado y descontrolado de los farmacos, aunado al facil acoplamiento de los
microorganismos a su entorno, ha llevado a un creciente incremento de la resistencia
microbiana a los diversos compuestos descubiertos, forzando a la utilizacion de dosis
mas elevadas, ademas de periodos de tratamiento mas largos y estancias hospitalarias
de mayor duracion, ya que es mas rapida la adaptacion de los microorganismos que la
produccion de nuevos farmacos para contrarrestarlos, esto incrementando dia a dia la

morbi-mortalidad y los costos del sector salud en tratamientos.

Para el tratamiento de la amebiasis, el farmaco de eleccion es el metronidazol y sus
derivados nitroimidazoles (Figura 6) (CENETEC, 2008; CDC, 2005; Dipiro, 2008)
sin embargo; se ha reportado que E. histolytica ha desarrollado un mecanismo de
resistencia a este farmaco sistémico (Guerra y Guerra, 2006), asimismo; se han
reportado cepas que presentan multifarmacorresistencia (Orozco et al, 2002) a
diversos farmacos, las cuales afectan a millones de personas alrededor del mundo
sobre todo en paises en vias de desarrollo donde la prevalencia de las parasitosis
adquiere cifras mayores y aunque existen diversos tratamientos para estas parasitosis,
muchos pacientes presentan recidivas aun después de haber realizado dos o mas
tratamientos (Guerra y Guerra 2006), esto haciendo referencia a la creciente

resistencia de los propios microorganismos.
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Aunado al problema de cepas resistentes, los derivados Nitroimidazoles son
compuestos que causan graves complicaciones en la salud de los pacientes por sus
diversas reacciones adversas, tales como: nauseas, disgeusia (sabor metalico
desagradable), anorexia, molestias abdominales, diarrea, xerostomia; mas raramente
pueden aparecer cefalea, vomito, erupciones dérmicas, glositis, estomatitis, mareos y
tromboflebitis tras aplicacion parenteral. Las reacciones mas graves son de caracter
neuroldgico: parestesias, incoordinacion, ataxia y convulsiones (Taketomo et al.,
2009).

Estos farmacos son muy agresivos para la flora bacteriana natural del tracto
gastrointestinal por su espectro tanto antiprotozoario como antibacteriano, ya que el
espectro antibacteriano de estos farmacos esta directamente enfocado sobre bacterias
anaerobias, las cuales representan alrededor del 96-99% en el tracto gastrointestinal
del ser humano y que son de gran importancia pues son fuente de menaquinona
(vitamina K2), proveen de proteccion contra otras bacterias causantes de IGI
(Infecciones Gastrointestinales) ademas de facilitar la digestion de los alimentos

sobre todo de origen vegetal.
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2.2 Plantas estudiadas
2.2.1 Arenaria lycopodioides (Figura 7)

Reino: Plantae

Subreino: Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivision: Spermatophyta (p. con semillas)
Division: Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase: Magnoliopsida (dicotiled6neas)
Subclase: Caryophyllidae

Orden: Caryophyllales

Familia: Caryophyllaceae

Género: Arenaria

Figura 7. Arenaria lycopodioides.

Epiteto especifico: lycopodioides Fuente: Tenorio L. (2006). Arenaria
lycopodioides. CONABIO.

Nombre comun: Estrellita

2.2.1.1 Distribucién en México.

Es una planta perenne distribuida en Trépicos, se ha registrado en Chiapas, Coahuila,
Distrito Federal, Durango, Estado de México, Hidalgo, Michoacan, Morelos, Nuevo
Ledn, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Tamaulipas, Veracruz y Zacatecas
(CONABIO, 2009).
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2.2.1.2 Descripcion boténica.

Es una planta recostada de zonas templadas cuyas hojas angostas tienen costilla y
margen engrosados, hojas secundarias en fasciculos en las axilas de las primarias,
flores blancas con 5 pétalos y sepalos con la costilla engrosada que se prolonga en un

mucron en el apice.

Planta densa o poco ramificada, cespitosa, con rizomas o estolones largos.
Tamaro: Hasta 20 cm.

Tallo: De 4 a 20 cm de largo, ramificados en la base y mas arriba, con pelos cortos.

Hojas: Linear-lanceoladas a lineares, de 4 a 13 mm de largo y 0.5 a 2 mm de ancho,
agudas, mucronadas, costilla y margenes conspicuamente engrosadas y lustrosas, sin

pelos; hojas secundarias en fasciculos en las axilas de las hojas primarias.

Inflorescencia: Flores solitarias, axilares, pedicelos de 4 a 20 mm de largo, con pelos

densos y cortos.

Flores: Sépalos lanceolados, de 4 a 8 mm de largo, agudos a acuminados,
mucronados, los interiores con margen escarioso, costilla conspicua, sin pelos;

pétalos de 5 a 8 mm de largo, poco mas largos que el caliz, conspicuos.

Frutos y semillas: El fruto es una capsula, en su madurez es mas larga que el céliz.
Semillas de 0.7 a 0.8 mm en su dimension mas grande, café-negruzcas, lustrosas
(CONABIO, 2009)

2.2.1.3 Uso medicinal.

Dentro de la medicina tradicional, Arenaria lycopodiodes se utiliza para el

tratamiento tanto de diarrea como disenteria (Pérez et al., 2003)
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2.2.1.4 Estudios Quimicos y farmacoldgicos previos

Gaitan, V.l (1998) realizO un estudio en donde se determind la actividad

antimicrobiana de Extractos de Arenaria Licopodioides y Gnaphalium inornatum.

2.2.2 Geranium schiedeanum (Figura 8)
Reino: Plante
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliaopsida
Orden: Geraniales
Familia: Geraniaceae
Género: Geranium
Epiteto especifico: schiedeanum

Nombre comun: Pata de ledn

Figura 8. Geranium schiedeanum.
Fuente: (Bautista, A. et al., 2013)

2.2.2.1 Distribuciéon en México.

Planta herbacea perene distribuida en el centro-este de la republica. S.L.P., Querétaro,
Hidalgo, México, Tlaxcala, Puebla, Veracruz y Oaxaca (IBUNAM, 2013).
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2.2.2.2 Descripcion boténica.
Tamario: Planta rastrera ascendente de hasta 60 cm de largo.
Tallo: A menudo varios partiendo de la base, mas o menos profusamente ramificados.

Hojas: laminas de las hojas basales reniformes a pentagonales o suborbiculares en
contorno general, de 2 a 5 cm de largo y de ancho, a veces un poco méas anchas,
divididas hasta cerca de la base en 5 (6 7) l6bulos de contorno romboide.

Inflorescencia: Pétalos casi siempre morados o rosado-morados, de (12)15 a 20 mm

de largo, obovados, enteros a emarginados en el apice, cortamente pilosos en la base
Fruto: de 2 a 2.8 cm de largo.

Semilla: Aproximadamente 2.5 mm de largo, de color café oscuro o negro
(IBUNAM, 2013).

2.2.2.3 Uso medicinal.

G. schiedeanum, se ha utilizado como un antipirético, analgésico, antiinflamatorio y
antiséptico. Se ha informado el uso de otras especies de geranio como
hipoglucemiante, antihipertensivo y efecto reductor del colesterol. (Bautista A.et al.,
2013)

2.2.2.4 Estudios Quimicos y farmacoldgicos previos

Bautista et al. (2013) Realizaron una investigacion en la cual el tratamiento
profilactico con el extracto crudo de Geranium schiedeanum, en el modelo de
hepatotoxicidad inducida por tioacetamida en ratas, redujo y el retraso la lesion
hepatica en un 66 % a las 24 h, atribuido esto a los compuestos presentes en esta
planta (taninos hidrolizables, &cido galico, geraniin acetonilo, acido elagico y el

glucésido flavonoide kaempherol) y que presentan un gran potencial antioxidante.
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2.2.3 Lopezia racemosa (Figura 9)
Reino: Plantae
Subreino: Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivision: Spermatophyta (p. con semillas)
Division: Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase: Magnoliopsida (dicotiledoneas)
Subclase: Rosidae

Orden: Myrtales

Familia: Onagraceae

Figura 9. Lopezia racemosa.
Fuente: Tenorio, L. (2000).
CONABIO.

Género: Lopezia
Epiteto especifico: racemosa

Nombre comun: Aretillo, perita, perilla, perlilla.

2.2.3.1 Distribuciéon en México.

Se ha registrado en Chiapas, Distrito Federal, Durango, Guerrero, Hidalgo, Jalisco,
Estado de México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla,
Querétaro, San Luis Potosi, Tlaxcala, Veracruz (CONABIO, 2009).

2.2.3.2 Descripcién botéanica.
Hierba erecta a ascendente anual.
Tamanfo: Hasta de 1.5 m de alto, pero generalmente 40-60 cm.

Tallo: Erecto o decumbente y arraigando en los nudos.

pag. 17



2014

Plantas medicinales del estado de Hidalgo como fuente de obtencién de agentes
antiprotozoarios contra Entamoeba histolytica y Giardia lamblia

Hojas: Variables en tamario, forma y pubescencia, generalmente alternas, con
peciolos de 0.1 a 4 cm de largo, pocas veces con pelos rectos y de base redondeada o
con muy pocos pelos, laminas ovadas a muy angostamente lanceoladas, de 0.5 a 8 cm
de largo por 0.5 a 4.5 cm de ancho, apice subagudo a acuminado, algunas veces con
una proyeccion apical y corta, serradas a subenteras, agudas o0 cuneadas a
redondeadas u obtusas en la base, con pelos largos tiesos densos o esparcidos o con
pelos rectos de base redondeada, generalmente con pubescencia aplicada contra la

superficie, algunas veces con pocos pelos.

Inflorescencia: Generalmente paniculada, a veces racemosa, raramente corimbosa,
bracteas de 2 a 30 mm de largo y 0.5 a 12 mm de ancho, pedicelos de 6 a 30 mm de
largo, divergentes o ascendente-erectos en flor, reflejos (hacia atrés) a ascendentes en

fruto.

Flores: Con sépalos de 3.5 a 7.5 mm de largo y 0.5 a 2 mm de ancho, con algunos
pelos en el apice; pétalos variables en color y tamafio, blancos, rosados, morados o
anaranjados, pétalos superiores de 4 a 8.5 mm de largo y 0.7 a 2 mm de ancho, con
una ufia ciliada mas corta que el limbo, linear-oblanceolados a oblongo-
oblanceolados, con una glandula o sin glandula en la base de la ldmina, pétalos
inferiores de 3.5 a 10 mm de largo y 1.5 a 6 mm de ancho, oblongo ovados o
espatulados a ovados, con una ufia tan larga como la lamina; estambre fértil de 3 a 5.5
mm de largo, antera de 1 a 2 mm de largo, estaminodio de 3 a 6 mm de largo por 2 a
3 mm de ancho, generalmente ovado, mas o menos retuso (redondeado con una
depresiéon en medio) en el apice, blanquecino a rosado o rojo; ovario subgloboso, sin
pelos, estilo de 2.5 a 4.5 mm de largo, estigma de 0.4 a 1.7 mm de didmetro, blanco o

rosado.

Frutos y semillas: EI fruto es una capsula de 2 a 7 mm de largo y 2 a 5 mm de grueso,
globosa, algunas veces obpiriforme o elipsoide, sin pelos; semillas de 0.8 a 1.3 mm
de largo por 0.6 a 0.9 mm de grueso, ovoides, irregularmente rugosas o cubierta por
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estructuras mas o menos cilindricas, cortas y endurecidas, de color café (CONABIO,
2009).

2.2.3.3 Uso medicinal.

En la medicina tradicional, la infusion de L. racemosa ya sea planta completa o sin
raiz, se utiliza principalmente para el tratamiento de diarrea, dolor estomacal asi
como colicos y estrefiimiento (Villavicencio et al., 2005) asi como para anginas, tos, e
infeccion de garganta.- la planta (parte aérea) se prepara en decoccion y se hacen

gargarismos tres veces al dia (Bello G.M., 2006).

La planta también es utilizada para aliviar el dolor de muela, inflamacion estomacal,

para padecimientos en rifiones, se refiere tener efecto diurético (BDMTM, 2009).

2.2.3.4 Estudios Quimicos y farmacologicos previos

Se han realizado diversas investigaciones sobre los efectos terapéuticos de esta planta

algunos ejemplos de ello son:

Salinas R. et al. (2014) aislaron el compuesto nuevo 6-O-palmitoil-3-O-B-D-
glucopyranosylcampesterol y 6-O-palmitoil-3-O-p-D-glucopiranosil-p-sitosterol, en
este estudio fue evaluada la actividad anti-inflamatoria in vivo en el modelo de edema
de la oreja del rat6n inducida con 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) de 6-O-
palmitoil-3-O-p-D-glucopyranosylcampesterol el cual mostr6 una inhibicion de 57,14
%.

Paredes C. et al. (2013) realizaron una investigacion sobre los componentes obtenidos
del extracto de Lopezia racemosa, se evalud el efecto Antiinflamatorio,
antimicrobiano, antiparasitario, antimicotico y citotoxico, hallando, en algunas
fracciones actividad sobre Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, T.
rubrum, C. albicans, C. neoformans y L. donovani. La mayoria de los extractos

mostraron valores de citotoxicidad en macréfagos humanos THP-1 por encima del 50
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% y en cuanto al efecto antiinflamatorio, la fraccion HF 11-14b mostro un buen
efecto al inhibir la secrecién de IL-6 por parte de los macrofagos expuestos a LPS

(lipopolisacaridos microbianos) hasta un 50 %.

Morales, A.C., et al (2012) realizaron la evaluacion de la actividad antidiarreica y
analgesica del extracto etanolico, en el modelo de motilidad gastrointestinal, el
extracto mostré actividad dosis dependiente a 150 mg/Kg (25.28 %), 300 mg/kg
(78.57 %) y 600 mg/Kg (92.08 %), obteniendo una mayor respuesta que el farmaco
control, loperamida a 2.5 mg/kg (78.57 %). En el modelo de Tail-flick se observo el
mismo efecto dosis dependiente y la actividad fue mayor que en el farmaco control,
paracetamol a 250 mg/Kg. En el modelo de Writhing se observo un comportamiento
de hormesis, a 150 mg/kg (88.83 %), 300 mg/kg (46.32 %) y 600 mg/kg (80.65 %),
presentando mayor actividad que los farmacos control, &cido acetilsalicilico a 200
mg/kg (40.39 %) y diclofenaco a 10 mg/kg (40.39 %).

2.2.4 Phytolacca icosandra (Figura 10)
Reino: Plantae
Subreino: Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivision: Spermatophyta (p. con semillas)
Divisién: Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase: Magnoliopsida (dicotileddneas)
Subclase: Caryophyllidae

Orden: Caryophyllales

Familia: Phytolaccaceae

Figura 10. Phytolacca icosandra.
Género: Phytolacca Fuente: Tenorio, L. (2000). CONABIO.

Epiteto especifico: icosandra

pag. 20



2014

Plantas medicinales del estado de Hidalgo como fuente de obtencién de agentes
antiprotozoarios contra Entamoeba histolytica y Giardia lamblia

Nombre comun: Jaboncillo, mazorquilla, carricillo, namole, mora etc.

2.2.4.1 Distribuciéon en México.

Se ha registrado en Aguascalientes, Baja California Norte, Baja California Sur,
Campeche, Chiapas , Chihuahua, Coahuila, Colima, Distrito Federal, Durango,
Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Morelos,
Nayarit, Nuevo Leon, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi,

Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz, Yucatan (CONABIO, 2009).

2.2.4.2 Descripcion boténica.

Planta herbacea anual o perenne de vida corta, con frecuencia robusta, sin pelos o

poco pubescente, algo suculenta.
Tamario: Hasta de 2 m de alto.
Tallo: Ramificado, hueco, anguloso.

Hojas: Elipticas u ovado-elipticas, de 7 a 20 cm de largo por 2.5 a 9.5 cm de ancho,
apice agudo, acuminado y a veces mucronado, base atenuada a acuminada; peciolos

bien manifiestos, de 1 a 6 cm de largo.

Inflorescencia: Racimos pedunculados, numerosos, axilares y terminales, de 8 a 15

cm o mas de largo en estado de fructificacion, raquis frecuentemente pubescente.

Flores: Subsésiles o sobre pedicelos de 2 a 5 mm de largo, bracteas subuladas, tépalos
verdosos, blancos o rojizos, elipticos a ovados, de 2.5 a 3.2 mm de largo por 1.5a 3
mm de ancho, persistente; estambres 8 a 20; ovario subgloboso, con 6 a 10 carpelos,

estilos encorvados.
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Frutos y semillas: Fruto carnoso, globoso-aplanado, de 6 a 8 mm de didmetro, verde
cuando tierno, pasando a rojo oscuro y luego negro en la madurez; semilla negra,
brillante, de unos 2.5 mm de largo (CONABIO, 2009).

2.2.4.3 Uso medicinal.

En la medicina tradicional P. icosandra se utiliza en infusion ya sea la raiz o la planta
completa para problemas de diarrea y para disminuir la temperatura en personas con
fiebre (Villavicencio et al., 2005).

Tanto el jugo del fruto como la decoccion, aplicados de manera local, se utilizan para
una gran variedad de padecimientos tales como: Piquetes de insectos, llagas, granos
(Bello G.M., 2006), como antidermatitico, contra los hongos de la piel (por ejemplo
caspa), caida del cabello, también por accidn analgésica se utiliza en dolor de espalda,

cabeza, reumatico y post contusion.

La decoccion por via oral se utiliza para: adelgazar, dolor de estémago, célicos,
diurético y anticonceptivo (BDMTM, 2009).

2.2.4.4 Estudios Quimicos y farmacologicos previos

Se han realizado diversas investigaciones sobre los efectos terapéuticos de esta planta
un ejemplo de ello es:

Hernandez V. et al. (2012) evaluaron la actividad antihelmintica in vivo del extracto
etanolico de las hojas de Phytolacca icosandra evaluado en cabras infectadas
artificialmente con Haemonchus contortus. El extracto fue administrado por via oral
mediante capsulas de gelatina (250 mg / kg de peso corporal) que fueron dosificados
en dos dias consecutivos, obteniendo una reduccion significativa maxima en cuanto al

namero de huevos por gramo de heces del 72 %, al dia 11 después del tratamiento.

pag. 22



2014

Plantas medicinales del estado de Hidalgo como fuente de obtencién de agentes
antiprotozoarios contra Entamoeba histolytica y Giardia lamblia

Santos, L.J., et al. (2010) Evaluaron la actividad antisecretora del extracto
metandlico y cloroférmico tanto de hojas y tallo como de flores de Phytolacca
icosandra, utilizando loperamida como farmaco antisecretor control, los extractos
cloroférmicos de hojas y tallo, asi como de flores mostraron 89.16 % y 58.3 % de
inhibicion y del extracto metandlico de hojas y tallo, asi como de flores mostraron
41.66 % y 75 % respectivamente, mientras que loperamida mostro una inhibicion del
43.33 %.

2.2.5 Plantago lanceolata (Figura 11)

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Plantaginales
Familia: Plantaginaceae
Género: Plantago

Epiteto especifico: lanceolata

Nombre comun: Llantén de hoja angosta,

Figura 11. Plantago lanceolata.
Fuente: Royal Museum for Central
Africa. Disponible en:

siete venas, p|antén y p|antago_ http://www.africamuseum.be/collections/
external/prelude/view_plant?pi=10120

Ilantén menor, alpiste, pajarero,
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2.2.5.1 Distribucién en México.

Se ha registrado en Baja California Sur, Chihuahua, Coahuila, Distrito Federal,
Durango, Hidalgo, Estado de México, Michoacan, Morelos, Nuevo Leon, Puebla,
Quereétaro, San Luis Potosi, Veracruz (CONABIO, 2009).

2.2.5.2 Descripcion boténica.
Planta herbécea perenne.
Tamario: De 10 a 30 cm.

Tallo: Perenne, corto y grueso, subterraneo (caudice) indiviso en la juventud, pero

fuertemente ramificado en individuos maduros.

Hojas: Alternas, todas basales, peciolo acanalado, de 5 a 15 cm de largo, ldminas
lanceoladas a linear-lanceoladas, raramente elipticas, de 3 a 30 cm de largo y de 0.5 a
45 cm de ancho, apice agudo, margen entero o con frecuencia irregularmente
dentado, con o sin pelos, a veces la pubescencia concentrada en los nervios

principales, nervios 3 a 5 (7), generalmente divergentes desde la base.

Inflorescencia: De 1 a 10 por individuo (o ramificacion), generalmente del doble de la
longitud de las hojas; pedunculo acanalado, mas o menos densamente piloso, con

pubescencia méas abundante en la base del raquis, de 15 a 80 cm de largo.

Flores: Agrupadas en espigas conico-ovoides en la juventud, cilindricas al madurar,
de 2 a 8 cm de largo, con las flores densamente apretadas, bracteas ovado-
acuminadas, de 2 a 4 mm de longitud, con la quilla gruesa, café, mas o menos del
doble del ancho del margen; sepalos anteriores connados (unidos para formar una
estructura), de 2 a 3 mm de largo, vilosos hacia el apice y sobre el dorso de la quilla,
ésta aproximadamente de la mitad del ancho del margen; I6bulos de la corola
angostamente ovados, sin pelos, de mas o menos 2 mm de largo, apices agudos con

pigmento café-rojizo en su base, estambres blancos.
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Frutos y semillas: El fruto es una capsula oblongo-ovoide, de méas 0 menos 4 mm de
longitud, con dehiscencia transversal; semillas 1 o 2 por capsula, en forma de barco,
concavas, de £ 2 mm de longitud, superficie casi lisa, punticulada, lustrosa, de color
ambar a café oscuro (CONABIO, 2009).

2.2.5.3 Uso medicinal.

En la medicina tradicional, P. lanceolata se emplea como antiinflamatorio,
expectorante, antidiarreico, astringente, emoliente, diurético, también es empleada
para el tratamiento de la cistitis y hematuria, asi como para el alivio de las
hemorroides (Schmelzer, G.H. y Gurib-Fakim, A. 2008)

También es utilizada de forma empirica con olivo y cera (receta conocida desde la
época de los egipcios) como antiinflamatorio, regenerador de piel y cicatrizante, asi
como antiséptico para heridas. Por su riqueza en mucilago, tanino, pectina y otras
sustancias, tiene acreditadas virtudes como astringente, antiinflamatorio, antitusivo y

antibacteriano.

2.3 Antecedentes y generalidades del género Plantago

Plantago es un género de plantas con flores, pertenecientes a la
familia Plantaginaceae y compuesto de alrededor de 270 especies. La mayoria
son plantas herbaceas, aunque hay arbustos que alcanzan los 60 cm de altura.
Las hojas son sésiles (sentadas) con pseudopeciolo. Tienen 3 6 5 venas paralelas. Las
hojas pueden ser anchas o estrechas, segin la especie. La inflorescencia son
los tallos tipicos con 5-40 cm de altura, con las flores mindsculas y muy numerosas,
que son polinizadas por el viento (CONABIO. 2009)

Plantago lanceolata es una planta herbacea, perenne, natural de toda Europa,

Norteamérica y Asia occidental, donde crece en terrenos secos, taludes, bordes de
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caminos y lugares no cultivados es conocida comunmente como Ilantén menor,

alpiste pajarero o siete venas.
De esta especie vegetal se han aislados diversos metabolitos secundarios tales como:

e Feniletanoides: acteosido (también denominado verbascosido), cistanosido F,
lavandulifoliosido, plantamajosido e isoacteosido.

e Glucosidos iridoides: aucubina y cartapol.

Se han reportado ademas, resultados de diversos estudios entorno a la actividad

farmacoldgica de P. lanceolata algunos ejemplos son:

Montiel, J.G., et al. (2012) Realizaron la evaluacion de la actividad antidiarreica del
extracto metandlico de Plantago lanceolata en el modelo de motilidad
gastrointestinal en ratas, obteniendo una inhibicién del 64.5 %, el estudio fitoquimico
dio como resultado el aislamiento de verbascosido el cual presentd una importante
actividad antidiarreica a dosis de 10 mg/Kg (42.1 %), la cual fue comparable al
control loperamida a dosis de 2.5 mg/Kg (48.5%).

Vigo E. Et al, (2005) determinaron que P. lanceolata presenta inhibicion de la
produccién in vitro de NO en forma dependiente de la concentracion en la linea

celular de macréfagos murinos J77A.1.

Yoshida T. Et al, (2013) investigaron los efectos anti-obesidad del polvo de la hoja de
P. lanceolata, esta no afectd a la ingesta de alimentos pero redujo significativamente
la eficiencia alimentaria, suprimié el aumento de peso corporal y acumulacion de
grasa visceral, la reduccién de acido graso libre en suero ademas de los niveles de
glucosa, los hallazgos sugieren que la dieta con P. lanceolata ejerce efectos anti-
obesidad al estimular el metabolismo de todo el tejido adiposo visceral mediante la
activacion de la lipolisis, la aceleracion de la f-oxidacion y la supresion de la sintasa

de &cidos grasos en tejido adiposo.
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Melese E. et al., (2011) evaluaron el efecto protector del extracto acuoso de la hoja
contra la formacion de ulcera gastroduodenal en diversos modelos en roedores,
demostrando una mejor proteccién global contra las ulceras gastroduodenales que los
farmacos estandar empleados como antisecretores (ranitidina) y mecanismos

citoprotectores (misoprostol).

Gonda S. et al., (2007) determinaron la actividad antioxidante de cinco variedades de
Plantago, en donde se encontré que la actividad antioxidante de los metabolitos

secundarios son equivalentes a la capacidad antioxidante del acido ascérbico.

Fleer Hy Verspohl EJ., (2006) Evaluaron la actividad antiespasmddica del extracto
etandlico de las partes aéreas de P. lanceolata, el cual inhibia las contracciones
inducidas por acetilcolina (ACh), histamina y de iones de bario en el ileon de cobayo,
ademas las contracciones inducidas en traquea por los iones de bario fueron también
inhibidas.

2.4 Antecedentes y generalidades sobre verbascésido (actedsido)

Verbascosido (Acteosido) pertenece a un conjunto de compuestos llamados
feniletanoides los cuales son los derivados hidrosolubles de los fenilpropanoides, y se
caracterizan por una fraccion hidroxifeniletil vinculado a una [-glucopiranosa
(apiose, galactosa, ramnosa o0 xilosa) a través de un enlace glucosidico. En los ultimos
afios se han logrado aislar varios feniletanoides en diferentes familias de plantas entre
ellas Labiatae, Asteraceae, Oleaceae, Liliaceae, Scrophulariaceae, Orobanchaceae y
Bignoniaceae. Diversos estudios farmacoldgicos han demostrado que poseen un
amplio espectro de actividades bioldgicas tanto in vitro como in vivo, incluidos los
antiinflamatorios, antimicrobianos, anticancerigenos, antioxidantes, funcion
neuroprotectora y hepatoprotectora ademas de actividad inmunomoduladora (Campo
G. et al, 2012; Huan SK. et al, 2012; Isacchi B. et al., 2011; Esposito E. et al., 2010).
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El gluctsido feniletanoide denominado verbascosido esta caracterizado por la
presencia del 4,5 dihidroxifeniletanol (hidroxitirosol) como se esquematiza en la
Figura 12, estructura relativamente rara en los metabolitos secundarios, ademas esta
conjugado con dos azucares (glucosa y ramnosa). Este feniletanoide se ha logrado
identificar en diversos géneros como Verbascum, Buddleja, Lantana, Cistanche, Olea
entre muchas otras (Melese et al., 2011) y ha sido objeto de diversos estudios:

Figura 12. Estructura de verbascosido.
Fuente: Pereira Aline C., et al. 2008

Campo G. et al, (2012) encontraron que verbascésido inhibia significativamente la
agregacion plaquetaria inducida por difosfato de adenosina (ADP) mejorando el
efecto de ASA (acido acetil salicilico) el cual inhibe agregacién plaquetaria actuando
sobre el AA.

Huan SK. et al, (2012) evaluaron el efecto hepatoprotector de un vino medicinal
llamado “Wu Chia-Pi”, al reducir el stress oxidativo, el cual estd compuesto por

nueve plantas medicinales y presenta altas concentraciones de verbascésido.

Wang HQ. et al., (2012) evaluaron el efecto neuroprotector de verbascésido contra la
beta-amiloide (RA) inducida por la citotoxicidad in vitro, mediante la induccion de la
expresion de la hemo oxigenasa-1 (HO-1) el cual es un factor crucial en la respuesta a

la lesion oxidativa y por lo tanto protege a las células PC12 contra la muerte celular
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inducida por R-amiloide, los resultados moleculares demuestran que verbascosido
actiia como un buen inductor de la expresion de HO- tanto in vitro como in vivo esto

colocandolo como neuroprotector.

Ali 1. et al., (2011) evaluaron la actividad antifungica de Anfotericina B junto con
verbascésido en donde este Gltimo por si solo no presento ningun efecto pero en
combinaciéon presento un claro y potente sinergismo contra Candida albicans,

Cryptococcus neoformans y Aspergillus fumigatus.

Isacchi B. et al., (2011) valoraron la actividad antihiperalgésica de verbascosido en la
prueba de Randall-Sellito (presién mecanica de la pata) en dos modelos animales de
dolor neuropético: una mononeuropatia periférica producida o bien por una lesién por
constriccidn crénica del nervio ciatico (CCI) o por una inyeccion intra-articular de
monoiodoacetato de sodio (MIA). Verbascdsido se administrd por via intraperitoneal
a una dosis de 100 mg/kg revirtiendo la hiperalgesia mecanica tanto en CCl y ratas
tratadas con MIA, Verbascosido también es eficaz contra la hiperalgesia mecanica
después de la administracion oral a dosis de 300 y 600 mg/kg.

Esposito E. et al., (2009) publicaron un estudio el cual hace referencia al efecto
protector de verbascésido en células de glioma C6 activadas, en un modelo de
inflamacién del sistema nervioso central, inducido por una endotoxina/citoquina
bacteriana (lipopolisacarido (LPS)/interferon (IFN)-gamma, 1 ug/mL y 100 U/mL,
respectivamente). Los resultados mostraron que el tratamiento con LPS/IFN-gamma
durante 24 h provoco la induccién de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) y en
donde los resultados demuestran que en los cultivos preincubados con verbascésido
mostraban una inhibicion de la sintesis de NO y de la enzima ciclooxigenasa
proinflamatoria COX-2 en células de glioma sin la inhibicién simultanea de la enzima
COX-1, ademas de reducir la expresion de enzimas proinflamatorias en LPS/IFN-
gamma a través de la inhibicion de la activacion del factor nuclear kappa B y la

proteina quinasa via de sefializacion activada por mitogenos.
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111 JUSTIFICACION

La primera linea de tratamiento tanto para giardiasis como para amebiasis es un
antimicrobiano derivado de los nitroimidazoles denominado metronidazol, el cual
posee un amplio espectro no solo como antiparasitario sino también como
antibacteriano, siendo esto tanto un beneficio por su utilidad farmacologica en
diversas infecciones anaerobias, como un grave problema para su uso tanto en
animales como en el ser humano ya que es un compuesto muy agresivo para la flora
bacteriana natural del tracto gastrointestinal. Otro problema relacionado al uso de este
farmaco son las reacciones adversas, que en general no revisten gravedad y su
incidencia es relativamente baja, pero son muy variadas. Las mas frecuentes son de
cardcter digestivo: nauseas, disgeusia (sabor metalico desagradable), anorexia,
molestias abdominales, diarrea, xerostomia; mas raramente pueden aparecer cefalea,
vomito, erupciones dérmicas, glositis, estomatitis, mareos y tromboflebitis tras
aplicacion parenteral.; Las reacciones mas graves son de caracter neuroldgico:
parestesias, incoordinacion, ataxia y convulsiones. (Taketomo et al., 2009). Ademas
el uso de este medicamento de forma irracional y descontrolada ha llevado a la
aparicion de cepas resistentes, que en pacientes enfermos aun después de haber tenido

varios ciclos de tratamiento presentan recidivas.

Todos estos inconvenientes exigen al ser humano a buscar nuevos compuestos que
puedan brindar una alternativa efectiva para lograr combatir a los diversos agentes
patdgenos que se encuentran en nuestro entorno, como lo son las enfermedades
parasitarias del tracto digestivo, ademas de intentar encontrar compuestos que no
presenten efectos adversos y la principal fuente de la cual la humanidad se ha valido
para obtener compuestos bioactivos han sido las plantas, las cuales representan un
universo que a pesar de tanto tiempo de su uso, no se ha logrado conocer ni una

minima fraccion.
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IV HIPOTESIS

La evaluacion del potencial antiprotozoario in vitro contra Entamoeba histolytica y
Giardia lamblia de los extractos etandlicos de Lopezia racemosa, Arenaria
lycopodioides, Plantago lanceolata, Phytolacca icosandra y Geranium schiedeanum,
plantas utilizadas en la medicina tradicional del Estado de Hidalgo para el tratamiento
de la diarrea y la disenteria, permitira la seleccion de al menos una especie activa y
cuyo posterior estudio fitoquimico biodirigido conducira a la obtencion de principios

activos con propiedades antiprotozoarias.
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V OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antiprotozoaria in vitro de los extractos etandlicos obtenidos de
Lopezia racemosa, Arenaria lycopodioides, Plantago lanceolata, Phytolacca
icosandra y Geranium schiedeanum, posteriormente realizar el estudio fitoquimico

biodirigido de la especie vegetal que presente la mayor actividad antiprotozoaria.

5.2 Objetivos especificos

=

Obtener los extractos etandlicos a partir de las cinco especies seleccionadas en

pequefia escala.

2. Evaluar la actividad antiprotozoaria in vitro de los extractos etanolicos sobre
los trofozoitos de Entamoeba histolytica y Giardia lamblia.

3. Determinar la Concentracion Inhibitoria Media (Clsp).

4. Aislar los compuestos de la especie vegetal que presente la mejor actividad

antiprotozoaria, mediante métodos cromatograficos e identificarlos por

técnicas de analisis espectrométrico.
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VI MATERIALES Y METODO
6.1 Recoleccion del material vegetal

Se colectaron las especies vegetales; Phytolacca icosandra, Plantago lanceolata
Lopezia racemosa, Arenaria lycopodioides, y Geranium schiedeanum, plantas
utilizadas para el tratamiento de trastornos gastrointestinales entre los que se incluye
la diarrea y la disenteria, de cada especie vegetal se colectd material fresco en
diferentes regiones del Estado de Hidalgo (Acaxochitlan y El guajolote) , parte del
material vegetal, se utiliz6 para obtener los ejemplares que se depositaron como

referencia en el herbario HgoM de la UAEH para su clasificacion taxonémica.

El material vegetal se desecd a temperatura ambiente, en un medio con humedad
relativa baja y evitando el contacto directo con la luz del sol, durante un periodo
aproximado entre 15 y 20 dias (rotando la superficie expuesta al aire), procediendo
posteriormente a separar las diferentes partes de la planta seca y triturandose por

separado en un molino eléctrico (Marca Del Rey de 1hp de potencia).

6.2 Preparacion de los extractos en pequefia escala para el proceso de

seleccidn de la especie mas activa.

Para la seleccion de las especies con mayor actividad antiprotozoaria y candidatas a
un posterior estudio fitoquimico biodirigido, se prepararon los extractos etanolicos, a
partir de 100 g de material vegetal seco y molido de cada una de las especies
vegetales preseleccionadas. Los extractos etandlicos se obtuvieron por maceracion
con etanol (300 mL X triplicado X 1 semana) a temperatura ambiente en sus
respectivos matraces Erlenmeyer de 500 mL sellados herméticamente para evitar la

evaporacion del disolvente durante el proceso de extraccion (Figura 13).
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Figura 13. Diagrama de obtencidn de los extractos.

El etanol se elimind con ayuda de un rotaevaporador (Bichi Vacobox B-177 con
controlador de vacio Biichi B-720) a presion reducida hasta sequedad, el extracto fue

conservado en frascos tapados lejos de la radiacion directa del sol.
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6.3 Preparacion a gran escala del extracto de la especie vegetal mas

activa.

Debido a que el extracto que presentd la mejor actividad antiprotozoaria fue el de
Plantago lanceolata, el estudio biodirigido se encausé a la investigacion de esta
ultima especie vegetal. EI material vegetal (3 kg) de P. lanceolata se desecd a
temperatura ambiente y se moli6, posteriormente se preparé el extracto por

maceracion con etanol (20 L X 1 semana) hasta obtener el extracto crudo.

Extracto EtOH de
P. lanceolata (20
9/80 mL H,0:20

mL MeOH) [
100 mL x 3
L CHCl, ]
| N 1 ~
AcCU0s0 cHcl,
! (6.32 g)
~
e —
[ | N ) 1 -
AcOEt Acuoso,
(3.08g) (7.76 )

Figura 14. Fraccionamiento por particion del extracto
etanolico de Plantago lanceolata.
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6.4 Fraccionamiento del extracto etanolico de Plantago lanceolata.

Para la obtencion de los compuestos con actividad antiprotozoaria, una porcion del
extracto etandlico (20 g) se sometié a un fraccionamiento por particion, con el
empleo de cloroformo (100 mL X 3), acetato de etilo (100 mL X 3) y agua (80 mL de
agua: 20 mL de metanol) en un embudo de separacion, los rendimientos se muestran

en la Figura 14.
6.5 Aislamiento de verbascosido

En una primera instancia se realizé una reproduccién de la metodologia utilizada por
Montiel, J.G., (2012), en donde La fraccion de AcOEt (1.48 g) se sometié a un
fraccionamiento secundario por cromatografia en columna abierta, empleando como
fase estacionaria gel de silice (10 g); se utiliz6 como eluyente una mezcla ternaria de
MeOH-AcOEt-Hexano (1:2:1). Se obtuvieron 10 fracciones de 37 mL cada una las
cuales fueron agrupadas en funcién a sus caracteristicas cromatogréaficas, quedando

cuatro fracciones secundarias (F1 a F4).

La fraccion secundaria F2 (0.450 g) se purifico mediante cromatografia en columna
abierta empleando una columna (10 mm x 80 cm) y como fase estacionaria gel de
silice (10 g), empleando una mezcla ternaria de CHCI3;-H,O-MeOH [(50:0.2:4);
(45:0.2:3.1); (40:0.2:3.0); (35:0.2:2.8); (30:0.2:2.6); (25:0.2:2.4); (20:0.2:2.3);
(15:0.2:2.0); (10:0.2:1.8); (5:0.2:1.5); (0:0.2:1.4)]. Se obtuvieron 95 fracciones de 14
mL cada una las cuales se agruparon en funcién a sus caracteristicas cromatogréficas,
quedando 14 fracciones terciarias (F2-1-F2-14). De la fraccién F2-10, eluida con
CHCI3-H,0-MeOH (5:0.2:1.5), se obtuvieron 243.5 mg de Verbascdsido (actedsido),

como un sélido ambar soluble en metanol, con un rendimiento del 1.2 %.

Con el objetivo de hacer mas eficiente el rendimiento, se procedié a purificarlo
siguiendo la siguiente metodologia: 20 g del extracto fueron fraccionados mediante
cromatografia en columna sobre Sephadex LH 20 (Pharmacie), se utiliz6 como fase
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movil H,0/Metanol, en polaridad decreciente. Las cromatografias en capa fina (ccf)
se efectuaron siguiendo las técnicas convencionales, utilizando placas de aluminio
(cromatofolios en aluminio TLC 20 X 20 cm silica gel 60 Fus4 Merck), se utilizo
como fase movil, Acetato de etilo 10 mL/metanol 1mL/H,O 0.5mL (Rf 0.3-0.5),
como revelador se utilizd sulfato cérico y cloruro férrico, se determind la posible
presencia de glucosidos feniletanoides por la coloracion azul que estos presentaron ya

que estos presentan varios grupos fenoles en su estructura.

El estudio fitoquimico del extracto etandlico, condujo al aislamiento de 4.33 g de un
compuesto mayoritario puro con un rendimiento del 21.67 %, el cual fue identificado
como Verbascésido en base al analisis de su espectro de RMN'H. Este compuesto

esta en proceso de evaluacidn para determinar su actividad antiprotozoaria.

6.6 Evaluacion del efecto antiprotozoario.

6.6.1 Medios de cultivo y material bioldgico.

Entamoeba histolytica: se empled la cepa HM1-IMSS la cual se cultivo axénicamente
a 37 °C en un medio TYI-S-33 suplementado con 10 % de suero bovino inactivado

con calor.

Giardia lamblia: se utilizé la cepa IMSS: 0989:1 la cual fue cultivada en un medio
modificado TYI-S-33, suplementado con 10 % de suero bovino y bilis de bovino
(Tabla 2).

Para la produccion del medio TY1-S-33 se mezclaron todos los componentes (Tabla
2) y se disolvieron en 300 mL de agua bidestilada desionizada.

Se ajustd a un pH de 7.0 con NaOH 10 N y se aforé a 500 mL con agua bidestilada

desionizada. Se distribuy6 en alicuotas de 10 mL. En tubos de 13x100 mm con tap6n
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de rosca, se esteriliz6 a 121°C/15 min y se almacend a congelacion hasta su empleo (-

20°C puede durar hasta varios meses).

Tabla 2. Composicién del medio TYI1-S-33 para el cultivo de E. histolytica y G. lamblia.

Componentes Concentracion

(9/500 mL de agua bidestilada desionizada)

Peptona de caseina 10.00
Extracto de levadura 5.00
NaCl 1
L-cisteina 0.50
Acido ascorbico 0.10
K;HPO, 0.50
Citrato férrico de amonio 0.00114
D-glucosa anhidra 5.00

Cada tubo con 10 mL de medio se le adicion6 1 % (0.1 mL) de una solucién de

Penicilina-Estreptomicina (1000 X)

Los trofozoitos fueron axénicamente mantenidos y para los ensayos se emplearon en

la fase logaritmica de crecimiento. (Bautista et al., 2011)
6.6.2 Pruebas de susceptibilidad in vitro. (Figura 15)

La solucién madre o stock se prepard disolviendo 30 mg/mL del extracto etandlico de
cada una de las especies, fracciones y compuestos puros a evaluar en 1.0 mL de
DMSO vy a partir de esta solucion stock se tomaron las cantidades necesarias para

obtener la concentracion deseada.

Diferentes concentraciones del extracto etandlico (0.01, 0.05, 0.1, 0.13, 0.15, 0.25,
0.30 y 0.7 mg/mL) se incubaron con trofozoitos de E. histolytica (6 x 10°) o G.
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lamblia (5 x 10*) por 48 h a 37 °C (Barbosa et al., 2007) en tubos con 5 mL de medio
TYI-S-33, adicionados con 0.5 mL de suero bovino y 0.05 mL de antibiético, cada
concentracion se probo en tres eventos independientes por triplicado, los compuesto

puros se evaluaron a concentraciones de 2,5-200 pg/mL.

Conteo de células mediante
microscopio dptico y
hematocitémetro

Figura 15. Diagrama de Pruebas de susceptibilidad in vitro.
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La prueba incluyd metronidazol como estandar antiprotozorio, 0.210 pg/mL en el
caso de G. lamblia y 0.06 pg/mL en el caso de E. hystolitica (Jiménez et al., 2013),
un control (medio de cultivo mas trofozoitos y DMSO) y un blanco (medio de

cultivo).

Después de la incubacion de los trofozoitos, se enfriaron los tubos a una temperatura
entre 0-4 °C para despegar las células adheridas a las paredes del tubo (colocando los
tubos en agua con hielo y agitando suavemente por inversion 15 veces) y 50 pl de la
muestra de cada tubo fueron cultivadas en medio fresco por otras 48 h sin compuestos

antiprotozoarios. (Bautista et al., 2011).

6.6.3 Conteo celular mediante camara de Neubauer.

El nimero final de parésitos fue determinado con un hematocitometro o camara de

Neubauer (Figura 16).

Para el calculo de la concentracion celular se utilizé la siguiente formula:

NuUmero de células

Concentracion (células/ mL) =
Volumen (en mL)

NUmero de células: suma de todas las células contadas en todos los cuadros.

Volumen: volumen total de todos los cuadros donde es hecho el recuento.

Como el volumen de 1 cuadro grande es:
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0,1 cm x 0,1 cm = 0,01 cm? de superficie
0,01 cm? * 0,1 mm (profundidad) =
0,01 cm® * 0,01 cm = 0,0001 cm® = 0,0001 mL

La formula para recuento con cuadros grandes en cdmara de Neubauer:

Numero de células x 10.000

Concentracion = -
NuUmero de cuadros

En el caso de que se haya aplicado una dilucién, se debe trasformar la concentracion

obtenida durante el recuento celular en la concentracion de la muestra original.

En este caso tendremos que dividir el resultado por la dilucion aplicada.

Numero de células

Concentracion =
NuUmero de cuadros x dilucion

La formula queda:
Para una dilucion de 1: 10. Dilucion = 0,1

Para una dilucion de 1: 100, Dilucion = 0,01

Los porcentajes de inhibicion de crecimiento protozoario fueron calculados mediante

la comparacion con el cultivo control.
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Hematocitémetro '9‘

(== oy ]

I (et el
K Diluir la muestra intentando Se introducen 10
N gue contenga una pL de la muestra

concentracién en torno a 10°

Cubreobjetos ]
(1millon de cel. /mL)

|
e e
. 2 W

i Recuento de cinco
cuadros grandes en

Conteo de un o
el hematocitémetro

cuadro grande de
acuerdo ala
convencién de

limites (solo
Colocar

hematocitémetro en la
bandeja del microscopio.

puntos negros)

Figura 16. Diagrama del conteo celular.

6.6.4 Ensayo MTS.

Los resultados fueron confirmados por un metodo colorimétrico denominado ensayo

MTS en donde se mide la actividad metabdlica de las células, mediante la evaluacion
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de la viabilidad celular (Vendrell, 2006). NADPH potenciales reductores y enzimas
oxidoreductasas celulares las cuales pueden, bajo condiciones definidas, reflejar el
numero de células viables presentes, los trofozoitos fueron lavados e incubados por
45 min a 37 °C (evitando la radiacion solar) en un buffer de fosfatos con MTT
(Bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazdlico) en presencia de PMS
(metosulfato de fenazina). El colorante producido por reduccion (formazéan) (Figura
17) fue extraido y la absorbancia fue determinada a 570 nm. (Bautista et al., 2011)

/N\ /@ Enzimas Reductasas N
N mitocondriales 7 N
=

N—
— -
Z

MTT- Tetrazolium (amarillo) Formazan-(morado)

Figura 17. Biotransformacion de MTT a sales de Formazan por células viables.
Fuente: http://www.itsbio.co.kr/main/goods_view.php?category2=58&no0=122

6.5.5 Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados usando un anélisis probit. (Fleer and Verspohl, 2007)

mediante el paquete estadistico de IBM SPSS Estatistics vigésima version.

El porcentaje de trofozoitos sobrevivientes fue calculado mediante comparacion con

el crecimiento del grupo control.
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VIl RESULTADOS

Las especies vegetales fueron identificadas por el M en C Manuel Gonzélez Ledezma
(Tabla 3) y un ejemplar se depositdé en el herbario HgoM del Centro de
Investigaciones Bioldgicas de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo.

Tabla 3. Identificacion y registro de las plantas en estudio.

Registro de las plantas en estudio en el herbario HgoM

Familia Genero Especie Nombre comun | #de registro’

Phytolaccaceae | Phytolacca | Icosandra Jaboncillo, CVG-03

mazorquilla 0

mora

Caryophillaceae | Arenaria Lycopodioides | Estrellita CVG-04

Onagraceae Lopezia Racemosa Aretillo,perilla o | CVG-05
perlilla

Plantaginaceae | Plantago Lanceolata Siete venas, | CVG-01

llantén de hoja

angosta o plantén

Geraniaceae Geranium Schiedeanum Pata de leon JGDL-01

Los resultados in vitro de la actividad antiprotozoaria del extracto etandlico de las
partes aéreas de las cinco plantas evaluadas contra Entamoeba hystolitica y Giardia
lamblia se muestran en la Tabla 3 y fueron clasificados de la siguiente manera: buena
actividad antiprotozoaria (Clsy menor a 20 pg/mL), moderada actividad
antiprotozoaria (20 pg/mL y 150 pg/mL), escasa actividad antiprotozoaria (150
png/mL a 400 pg/mL), por encima de los 400 pg/mL las muestras fueron consideradas
como inactivas o con actividad nula. (Calzada et al., 2006) Todo esto con base a la

potencia con la que inhiben el crecimiento celular (accion antiprotozoaria).
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Todas las especies vegetales estudiadas obtuvieron actividad antiprotozoaria con
moderada potencia, siendo Plantago lanceolata la especie mas potente con una Clsg
de 69.69 pg/mL para Entamoeba histolytica y 78.71 pug/mL en el caso de Giardia
lamblia seguida muy de cerca por Geranium shiedeanum con una Clsy de 69.66
pg/mL y 81.85 pg/mL, la especie vegetal con menor potencia fue Phytolacca
icosandra con una Clsp de 109.34 pg/ml y 132.79 pg/ml para E. histolytica y G.
lamblia respectivamente (Tabla 4).

Tabla 4. Actividad antiprotozoaria in vitro contra E. histolytica y G. lamblia del extracto crudo de

las plantas en estudio.

Muestra Clso® (ng/mL) (IC)?
E. histolytica | G. lamblia

Phytolacca icosandra 109.34 132.79
Arenaria lycopodioides 7.3 86.69

Lopezia racemoza 79.20 94.87

Plantago lanceolata 69.69 78.71

Geranium shiedeanum 69.66 81.85
Metronidazol® 0.06° 0.210

21C =95 % intervalos de confianza

® Control positivo

¢ Dato reportado en (Calzada F. et al.,2007;Calzada F. et al.,2006)

9 Dosis requerida para inhibir el crecimiento del 50% de los organismos.

Con base a los resultados obtenidos de la actividad antiprotozoaria de los extractos
etanolicos, se realizé un fraccionamiento de 20 g del extracto crudo de las partes
aéreas de plantago lanceolata con cloroformo/acetato de etilo/agua, determinandose
la actividad antiprotozoaria de cada una de las fracciones obtenidas, la fraccion de
acetato de etilo mostr6 mejores resultados con una Clsy de 25.4 pg/mL para E.
histolytica y 31.7 pg/mL para el caso de G. lamblia, seguido por la fraccién acuosa

con Clsgp de 27.4 y 35.2, respectivamente (Tabla 5).
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Tabla 4. Actividad antiprotozoaria in vitro de las fracciones obtenidas de Plantago lanceolata.

Fraccion E. histolytica Clsq pug/ml G. lamblia Clsy pg/ml
Acuosa 27.4 (27.6-27.2) 35.2 (35.4-35.1)
Acetato de etilo. 25.4 (25.6-25.1) 31.7 (32.0-31.4)
Cloroformo. 42.6 (42.9-42.29) 63.2 (63.6-63.0)

La fraccion de AcOEt (1.48 g) se someti6 a un fraccionamiento secundario por
cromatografia en columna abierta, empleando como fase estacionaria gel de silice,
tras sucesivas cromatografias en silica se obtuvieron 243.5 mg de Verbascosido
(actedsido), con un rendimiento del 1.2 %. El extracto etandlico de P. lanceolata fue
fraccionado mediante cromatografia en columna de Sephadex LH-20 eluida con agua:
MeOH, en la fraccion F-5 (H,O:Metanol 06:04) se obtuvo el verbascésido como
compuesto mayoritario con un rendimiento del 21.67 %, como una resina de color
ambar, el cual fue visualizado en cromatografia de placa fina como un compuesto de
color azul intenso con la aplicacién de Cloruro Férrico, tras la elucion de la placa con
Acetato de etilo 10 mL/metanol 1mL/H,0 0.5 mL, con un Rf medio en torno a 0.3-
0.5.

La estructura del Verbascésido (actedsido Figura 12) fue elucidada mediante el
espectro de RMH 'H en DMSO-d6 a 400 MHz (Figura 18) y realizando una
comparacion con el espectro obtenido en la investigacion de Montiel, J.G. et al
(2012) trabajo realizado en la UAEH, donde anteriormente fue aislado verbascosido a
partir de plantago lanceolata.
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Se observaron dos sefiales dobles a oy 7.45 (J=15.8, H7) y oy 6.19 (J=15.8, H8),
correspondientes al doble enlace trans, asi como la presencia de dos sefiales dobles en
oy 7.02 (J=1.7) y 6.75 (J=8.1) para las posiciones 2 y 5 del anillo bencénico y una
sefial doble de dobles para la posicion 6 en oy 6.97 (J=8.1, 1.7) atribuidas a la
presencia un residuo caféico. Se establecio la presencia de otro anillo aromatico orto-
sustituido por las tres sefiales aromaticas a oy 6.62 (s, H2") y 6.62 (d, J=8.3, H5), y
una tercera doble de dobles a oy 6.49 (J=8.2, 1.77, H6") asi como dos multipletes
correspondientes al etileno, a dy 2.69 y 3.59 (figura 10) atribuidas al feniletanoide.
Las sefiales en la region de oy 3.10-3.7 sugieren la presencia de azlcares; la sefial
doble a 6 0.95 (J=6.1) permite determinar la presencia de una unidad de ramnosa; la
sefal simple a 6H 5.01 se asign6 al H anomérico de la ramnosa, lo que nos indica que
se encuentra unido en posicion o a otra unidad de azacar. En de oy 4.34, se observa

como una sefial doble (J=7.8) asignado a la glucosa en posicion f (Montiel et al.,

2012)
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VIII ANALISIS DE RESULTADOS

A lo largo de la historia un sinnimero investigadores se han dado a la tarea de buscar
compuestos procedentes de plantas como fuente de compuestos con actividad
terapéutica, de las cerca de 200,000 especies de plantas de la tierra se han estudiado
quimicamente solo un pequefio porcentaje de estas 0 sus constituyentes se ha
investigado para probar actividad antiprotozoaria, en el conocimiento actual sobre los

productos naturales con actividad antiprotozoaria se derivan de la via de shikimato
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(lignanos, cumarinas, derivados del &cido cafeico), quinonas de diversas clases
estructurales, compuestos formados a través de las vias de policétidos (flavonoides y
compuestos relacionados, cromenos y relacionados con benzopiranos y benzofuranos,
xantonas, acetogeninas de Annonaceae Yy poliacetilenos), asi como diversas clases de

alcaloides.

Compuestos derivados de glucosinolatos (Bencil glucosinolsto) (Calzada et al.,
2003), Lactonas (Incomptina A e Incomptina B) (Calzada et al., 2009) asi como
Flavonoides (Epicatequina, Tilirosido y Kampferol) (Barbosa et al., 2007) han sido

estudiados y probada su actividad antiprotozoaria sobre E. histolytica y G. lamblia.

Las plantas evaluadas en este trabajo fueron seleccionadas con base a los siguientes
criterios: por los antecedentes reportados de usos etnobotanicos sobre padecimientos
gastrointestinales (principalmente diarrea) y por su distribucién en el estado de
Hidalgo.

Se evaluo la actividad antiprotozoaria in vitro de los extractos etandlicos de Lopezia
racemosa, Arenaria lycopodioides, Plantago lanceolata, Phytolacca icosandra y
Geranium schiedeanum sobre cultivos axénicos de E. histolytica y G. lamblia
mostrando todos ellos actividad antiprotozoaria, con una moderada potencia que
aunque inferior a la de metronidazol (tomando en cuenta que este es un compuesto
puro) el cual fue utilizado como control positivo, resultado ya esperado debido a la
gran cantidad metabolitos tanto primarios como secundarios presentes en las plantas y
a que estos ultimos se encuentran comunmente en concentraciones infimas. Empero
el que estas plantas hayan presentado una actividad moderada (Calzada et al., 2006),
es indicativo de que uno o varios metabolitos mostrarian actividad antiprotozoaria

gue en base a sus concentraciones se piensa pudiesen ser bastante significativas.

De las cinco plantas en estudio la mejor potencia antiprotozoaria fue por parte de

Plantago lanceolata y Geranium shiedeanum siendo equivalente el efecto sobre E.
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histolytica pero con una ligera ventaja sobre G. lamblia por parte de P. lanceolata
(Tabla 4). Los resultados obtenidos para los extractos de Plantago lanceolata y
Geranium shiedeanum sustentan en parte su uso tradicional para tratar infecciones
gastrointestinales ocasionadas por E. histolytica y G. lamblia; al igual que las otras

plantas ya mencionadas correspondientes a este estudio.

De las fracciones obtenidas del extracto etanolico crudo de las partes aéreas de P.
lanceolata, la fraccidn con acetato de etilo mostro una mayor potencia antiprotozoaria
superior a la del extracto crudo con una Clso de 25.4 pg/ml para E. histolytica y 31.7

pg/mL para el caso de G. lamblia.

El estudio fitoquimico biodirigido condujo al aislamiento de un glicésido de
fenilpropanoide denominado verbascosido (actedsido) el cual fue aislado a partir del
extracto etanolico de las partes aéreas de Plantago lanceolata con un rendimiento del
21.67 %, al ser compuesto mayoritario podemos suponer que pudiera ser el probable

responsable del efecto antiprotozoario de esta planta.

Es importante destacar que es la primera vez que se describe la actividad

antiprotozoaria in vitro contra E. Histolytica y G. lamblia de las especies evaluadas.

Este trabajo es una contribucion y sustenta en parte el uso de P. lanceolata en la
medicina tradicional de México y del estado de Hidalgo en el Tratamiento de la

diarrea y la disenteria.

IX CONCLUSIONES.

e Los extractos etandlicos obtenidos de Arenaria lycopodioides, Geranium

schiedeanum,Lopezia racemosa, Phytolacca icosandra y Plantago lanceolata
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presentaron actividad antiprotozoaria todos ellos con una moderada potencia

inhibitoria.

e Plantago lanceolata fue la especie vegetal con mayor potencia
antiprotozoaria, con una Clsy de 69.69 pg/mL para Entamoeba histolytica y

78.71 pg/mL en el caso de Giardia lamblia.

e El estudio fitoquimico biodirigido de las partes aéreas del extracto etandlico
de Plantago lanceolata condujo al aislamiento de Verbascosido (actedsido)
siendo el compuesto mayoritario y probable responsable de la actividad

antiprotozoaria mostrada por esta especie vegetal.
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