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Resumen

En el presente trabajo se realiz6 la evaluacion del efecto antidiarreico de los
extractos cloroférmico y metanodlico de las partes aéreas (hojas y flores) de
Phytolacca icosandra, empleando como ensayo bioldgico los modelos de motilidad

gastrointestinal, acumulacién de fluido intestinal y aceite de ricino.

El extracto metandlico de las hojas resulté ser el de mejor efecto antidiarreico a la
dosis de 300 mg/kg en los modelos del aceite de ricino y de motilidad
gastrointestinal. Su actividad se compar6 con la del farmaco control, Loperamida

(2.5 mg/kg).

El estudio fitoquimico del extracto metandlico de las hojas condujo al aislamiento de
dos compuestos de tipo flavonoide, 7-O-B-D-ramnésido de campferido (27) y

diosmetina (28).

Las sustancias fueron caracterizadas mediante RMN *H y es la primera vez que se

describen en esta especie.

H3C
HT =2 0
HO
OH
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1. Introduccién

México es uno de los paises con mayor biodiversidad en vegetales, también es uno
de los que tienen arraigada la tradicion de usar las plantas antes de recurrir a la

medicina alopatica.

La medicina tradicional es considerada como un recurso que se modifica de acuerdo
con las tendencias internas de la cultura local y como resultado de los vinculos del
hombre con la naturaleza. Este concepto designa la combinacion resultante de toda
una popularidad de creencias, técnicas y practicas en torno a la salud, a la
enfermedad, a la vida y a la muerte, que a lo largo del tiempo en nuestro pais,
aluden a un remoto pasado indigena; pero a la vez refiere a los conocimientos que
en la actualidad representan un acervo en cuestiones de salud publica (Gallardo,

2006).

La proteccion de la salud a través del uso de plantas medicinales estd asumiendo un
alto valor econémico en el mundo. Se calcula que los medicamentos elaborados a
base de plantas son utilizados por el 60 % de la poblacion mundial y en algunos
paises estdn ampliamente incorporados al sistema publico de salud. El uso de
plantas medicinales es el medio de tratamiento mas comun en la medicina
tradicional y la medicina complementaria en todo el mundo. Las plantas medicinales
se obtienen mediante la recoleccion de variedades silvestres o el cultivo de
variedades domesticadas. Muchas comunidades dependen de los productos
recolectados en los ecosistemas para fines medicinales y culturales, ademas de

alimentarios (OMS, 2011).



l I I 1 Introduccidn

Existe una gran cantidad de plantas medicinales en todo el mundo, tan solo en

México hay cerca de 1000 especies medicinales localizadas en el centro del pais
(Puebla, San Luis Potosi, Querétaro, Tlaxcala e Hidalgo). Nuestro Estado, debido a
la gran diversidad de climas y a las caracteristicas geogréficas de su territorio posee

gran parte de éstas (Villasefior et al., 2003).

Se sabe que muchas plantas han sido Utiles por la variedad de sustancias que
producen o por la variedad de sintomas que pueden tratar, por esta razén es
importante estudiar y conocer mas acerca de sus componentes y determinar cuéles
son los que tienen actividad biolégica. El Gréfico 1 muestra cifras aproximadas de
las especies medicinales utilizadas por padecimiento. Las empleadas para el

tratamiento de enfermedades del sistema digestivo son las mas comunes.

m Enf. de la piel

= S. Oseo/Muscular
® S.Urinario

3% B S. Respiratorio
2%
3%

® S. Reproductor
= S. Nervioso
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Gréfico 1. Especies medicinales empleadas por padecimiento.



‘ | l ] Introduccidn
J S

Dentro de las afecciones del sistema digestivo, la diarrea es la mas comuan, pues se
presenta en todas las razas, sexos, edades y regiones geogréaficas del mundo.
Afecta a mas de 2000 millones de personas al afio y causa la muerte de 1.5 millones
de nifios (OMS, 2010). Ademéas de la gran pérdida de agua que suponen las
evacuaciones diarreicas, los pacientes pierden cantidades peligrosas de electrolitos

y otros nutrientes (Behrman et al., 2006).

1.1 Plantas medicinales y productos naturales

Las plantas medicinales son extensamente usadas en las culturas tradicionales de
todo el mundo y han llegado a ser cada vez mas populares en las sociedades
modernas como una nueva alternativa natural para evitar los productos sintéticos.
Debido a que dia con dia mas remedios naturales son comercializados, surge la
necesidad de recurrir a la investigacion cientifica para analizar con detenimiento las

caracteristicas biomédicas y quimicas de cada uno de ellos (Kuklinski, 2000).

Los productos naturales son todas aquellas sustancias de origen organico o
inorganico que se encuentran en la naturaleza. Las plantas contienen sustancias en
cada una de las partes que la conforman (flor, fruto, raiz, tallo, hojas, etc.), a las
cuales se les denomina metabolitos y cominmente se les conoce como productos
naturales. Los metabolitos pueden ser primarios o secundarios, los primarios son
aguellos que forman parte del metabolismo esencial de una planta para su
existencia y los secundarios son compuestos quimicos que cumplen funciones no
esenciales en ellas, de forma que su ausencia no es fatal para la planta (Dewick,

1998; Kuklinski, 2000).


http://es.wikipedia.org/wiki/Electrolito
http://es.wikipedia.org/wiki/Nutriente
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La mayoria de la poblacion a lo largo del mundo es muy apegada al uso de
productos naturales para el cuidado de su salud diaria y, es probable que el
conocimiento de los remedios herbales se haya obtenido por prueba y error y que de
manera verbal fue transmitido de generacion en generacion hasta nuestros dias. El
uso de la medicina tradicional frecuentemente era relacionado con brujeria o
supersticion, esto debido a que la gente no tenia el conocimiento suficiente para

explicar el poder curativo de las plantas que utilizaban (Wiermuth, 2001).

Los productos naturales y sus derivados representan cerca del 57 % de todos los
farmacos utilizados en la actualidad. Se conocen numerosos ejemplos de sustancias
que han sido usadas desde hace mucho tiempo y que son derivados de plantas,
tales como: la quinina, morfina, codeina, cocaina, etcétera (Kuklinski, 2000; OMS

2011).

Actualmente solo se ha estudiado cerca del 40 % del total de plantas medicinales
conocidas, dentro de las cuales se han caracterizado cientos de metabolitos
secundarios haciendo uso de técnicas espectroscOpicas como; espectrometria de
masas, resonancia magnética nuclear o técnicas cromatograficas. Los principios
activos encontrados han sido clasificados en tres grandes grupos: alcaloides,

terpenos y policétidos (Van Wyk y Wink, 2004).

Mas de 4000 compuestos han sido registrados y estudiados de manera
farmacoldgica y quimica. En la tabla 1 se muestran cifras aproximadas de productos
naturales encontrados y estudiados, clasificados de acuerdo a la familia de

compuestos a la que pertenecen (Van Wyk y Wink, 2004).
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Tabla 1. Nomero aproximado de productos naturales estudiados quimicay

farmacol6gicamente

Compuestos nitrogenados

Aminoé&cidos no proteicos 700

Glucdsidos cianogénicos 60

Alcamidas 150

Monoterpenos 2500

Diterpenos 2500

Tetraterpenos 500

Flavonoides 4000

Policetonas 750

Fuente: Van Wyk y Wink (2004)



‘ | l ] Introduccidn
J S

En el presente trabajo se lograron identificar dos flavonoides, por lo que a

continuacion se describe brevemente la biosintesis de este tipo de compuestos.

1.2 Biosintesis de flavonoides

Los flavonoides son un grupo de polifenoles naturales que estan ampliamente
distribuidos en las plantas y son ingeridos por humanos y animales con la dieta

regular.

La hipétesis aceptada para la biosintesis de los flavonoides propone que estos
compuestos se biosintetizan a partir de la ruta mixta acetato malonato-acido

shikimico (Figura 1).

Esta se inicia con la condensacion de una molécula de malonil-CoA (1) con una
molécula de cinamoil-CoA (2), la cual da origen a la chalcona (3), ésta se cicla por la
enzima chalcona isomerasa y forma la flavona (4) la cual es hidroxilada en las
posiciones 3 y 3’ por medio de las enzimas flavona 3-hidroxilasa y flavona 3’-

hidroxilasa para obtener los flavanoles (5) y (6).

El flavanol (6) puede ser reducido en el carbonilo en la posicién 4 por la enzima
flavonol reductasa y formar el flavan 3,4-diol (7), que sufre una reduccion por la
enzima flavonol reductasa y de esta forma da origen a los flavan-3-oles (8). Por otra
parte, el flavanol (6) puede sufrir reacciones de deshidrogenacién y glicosidacion por
la enzima flavanol 3-glicosidasa para formar los derivados glicosidados de flavonol

(9) (Mata, 2000; Harborne, 1982; Markham, 1982).
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Figura 1.
Biosintesis de flavonoides, (Mata, 2000; Harborne, 1982; Markham, 1982).
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2. Antecedentes

2.1 Generalidades de la diarrea

Se conoce como diarrea cuando las defecaciones son demasiado frecuentes y con
una composicion con poca presencia de solidos. Mas que por el nimero de
deposiciones, la diarrea puede definirse por el porcentaje de agua de la materia
fecal. Se considera como tal cuando esta presenta mas del 85 % de agua, siendo
entre el 60 y el 85 % el porcentaje de una materia fecal normal. EI nimero de
deposiciones de una persona con diarrea puede variar y llegar a ser de hasta 20. La
diarrea en adultos generalmente es leve y se resuelve rapidamente sin complicacion,
mientras que en bebés y nifios (especialmente menores de 2 afios) es mas

preocupante debido a que se pueden deshidratar muy rapido (Behrman et al., 2006).
2.1.1 Clasificacion de la diarrea

De acuerdo a la afeccion al paciente y origen etiolégico:

e Diarrea aguda: Es la que afecta al individuo como consecuencia de alguna causa

puntual. Generalmente en periodos de mas de dos dias.

Este tipo de diarrea que, en la mayoria de los casos, suele tener una causa viral
o bacterioldgica, es responsable en los paises subdesarrollados de la muerte de
muchas personas, especialmente nifios por debajo de los 5 afios (Turnberg,

1986; Merk 2008).


http://www.ferato.com/wiki/index.php/Deshidrataci%C3%B3n
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Diarrea cronica: Es una afeccién en la que el individuo presenta episodios de

diarrea constante. Se considera una condicion cronica cuando perdura durante
cuatro 0 mas semanas, de manera continua o en episodios abundantes. En este
caso responde a algun tipo de enfermedad corporal o agente invasor (Proctor,

2007).

En funcion al mecanismo de produccion:

Diarrea osmoética: Se caracteriza por un aumento del componente no absorbible

en el tubo digestivo debido a una inadecuada absorcion de las sustancias
nutritivas presentes en el intestino. Como consecuencia, los liquidos tampoco se
reabsorben y permanecen en la luz intestinal. Se observa principalmente en
sindromes de malabsorcién o en trastornos pancreaticos, en los que la secrecion
de enzimas digestivas esta alterada. Otra causa posible es el uso de laxantes
osmoéticos (que actuan aliviando el estrefiimiento reteniendo agua en el intestino)

o intolerancia a ciertas sustancias (Merk, 2008).

Diarrea_secretora: Se produce un aumento de la secrecién de electrolitos

(especialmente Na* y CI) hacia la luz intestinal arrastrando consigo agua, debido
a una alteracion en el transporte de agua y de iones a través del epitelio del
intestino. En la mayoria de los casos predomina una disminucién de la absorcién
y un aumento inadecuado en la secrecion de liquidos hacia la luz intestinal.
Causada principalmente por malabsorcibn de agentes como grasas, aceites,

acidos biliares y laxantes (Merk, 2008).
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Diarrea_inflamatoria: Con aumento de permeabilidad de la mucosa intestinal. A

menudo debido a enfermedades del tracto gastrointestinal, como el cancer de
colon, colitis ulcerosa, etcétera; o en patologias donde no se absorben los &cidos
biliares, que entraran en el colon con un aumento de la afluencia de electrolitos.

Puede producirse incluso con el hipertiroidismo (Merk, 2008).

Diarrea debida a motilidad: Se produce por un aumento de la motilidad intestinal

(hipermotilidad). Si el alimento se mueve demasiado rapido a través del intestino,
no hay tiempo suficiente para la absorcion de los nutrientes y el agua. Se
observa por ejemplo en el sindrome de colon irritable, después de una cirugia, en
el caso de trastornos hormonales (hipertiroidismo), 0 una neuropatia diabética
(Baldi et al., 2009). También aparece en pacientes a los que se les ha retirado
una parte del intestino. Este tipo de diarrea puede tratarse con agentes que

reduzcan el peristaltismo (Merk, 2008).

Diarrea infecciosa: Es el tipo mas frecuente. La etiologia del 70% de los casos de

diarrea infecciosa es la viral. Todos los afos, las causas principales de
gastroenteritis infantil son los rotavirus, generando de 600.000 a 800.000 muertes
en todo el mundo (OMS, 2011). Los virus infectan los enterocitos del intestino,
disminuyen la actividad de las enzimas que digieren los azucares, y disminuyen
la reabsorcion del i6n Na* y del agua en el intestino. Ademas producen activacion
del sistema nervioso entérico y la secrecion de iones CI. Todo ello produce un
exceso de fluidos en la luz intestinal, que tiene como consecuencia una diarrea
acuosa (Baldi et al., 2009). Entre 1,5 % a 5,6 % del total de los casos registrados

la infeccion es de etiologia bacteriana, siendo las mas frecuentes Campylobacter
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(2,3 %), Salmonella (1,8 %), Shigella (1,1 %) o Escherichia coli (0,4 %). En este
caso, las bacterias adquiridas por via oral superan las defensas inmunolégicas y
atacan los enterocitos, de forma directa o mediante la produccion de toxinas
(Baldi et al., 2009; Riverdn et al., 1996). Tanto las bacterias como las toxinas
pueden provocar la muerte celular y pasar a la circulacion sanguinea, generando
sintomas sistémicos, como fiebre, escalofrios, nduseas o vomitos (Merk, 2008).

En la Figura 2 se presentan algunos agentes infecciosos causantes de diarrea.

Diarrea infecciosa

[ 1
Acuosa Con sangre
Secretora Osmodtica Invasiva No invasiva
Rotavirus Shigella spp
Adenovirus E coliEl .
Vibrio colera Parésitos (G. : E. coliEH
y no colera Lamblia Salmonella no E. coli EP
E.coli ET Cryptosporidium, t’f?ldlca Clostridium
Shigella etc.) Campé{zgfcter difficile
Laxantes J€l
E. coli EA Yersinia

Figura 2. Causales de diarrea infecciosa, (Riverén et al., 1996).


http://es.wikipedia.org/wiki/Salmonella
http://es.wikipedia.org/wiki/Shigella
http://es.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
http://es.wikipedia.org/wiki/Fiebre
http://es.wikipedia.org/wiki/Escalofr%C3%ADos
http://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%A1usea
http://es.wikipedia.org/wiki/V%C3%B3mito

B ___)L | Antecedentes

2.1.2 Tratamiento

En la mayor parte de los casos la reposicion de los liquidos perdidos suele ser el
anico tratamiento requerido. Los medicamentos antidiarréicos pueden ser de ayuda
en algunos casos, pero no son recomendables para la gente cuya diarrea es
causada por infeccion bacteriana o por parasitos puesto que parar la diarrea
ocasiona un alojamiento de los microorganismos dentro del intestino, prolongando el
problema. En lugar de éstos el médico prescribe antibidticos. Las causas virales son
otras que pueden ser tratadas con medicamentos o dejarlas evolucionar
espontaneamente, dependiendo de la severidad y el tipo de virus (Rodés et al.,

2002).
2.1.3 Farmacos utilizados

Los farmacos empleados en el control de la diarrea se clasifican de acuerdo a su

mecanismo de accion en:

e Adsorbentes y protectores de mucosa: Inactivan toxinas y microorganismos

adsorbiendo particulas en la luz del intestino, disminuyen la secrecion intestinal y
forman una capa protectora sobre la mucosa. Los mas comunes son el
subsalicilato de bismuto (10), albimina, compuestos de aluminio y calcio, caolin y

taninos (Flores et al., 2004).

e Antimicrobianos: Empleados en el tratamiento de diarrea infecciosa causada por
bacterias. El uso especifico de estos farmacos generalmente se sustenta en un

analisis clinico que determine el tipo de infeccion bacteriana. En este grupo
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podemos encontrar: vancomicina (11), furazolidona (12), sulfametoxazol (13),
trimetoprima (14), penicilinas (amoxicilina (15), ampicilina (16)), tetraciclina (17),

cloranfenicol (18), etc. (Flores et al., 2004).
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Figura 3. Farmacos empleados en el tratamiento de diarrea.
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Figura 3. Farmacos empleados en el tratamiento de diarrea (continuacién).
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Inhibidores de la motilidad intestinal: Trabajan cesando la actividad del plexo

mientérico lo que hace que disminuya la motilidad tanto circular como longitudinal
del musculo liso de las paredes del intestino, esto hace que se aumente el tiempo
de permanencia de las sustancias en el intestino y que se absorba mas agua en
la materia fecal (Katzung et al., 2004). En este grupo podemos encontrar a la
morfina (19), codeina (20), loperamida (21) y el difenoxilato (22). Actualmente la
loperamida es el farmaco mas empleado en el tratamiento de la diarrea no

infecciosa (Flores et al., 2004).

La loperamida (21) es un opioide receptor agonista y actla sobre los receptores
M-opioides en el plexo mientérico del intestino, no afecta al sistema nervioso
central como lo hacen otros opioides. Trabaja disminuyendo los movimientos en
la masa colonica y suprime la respuesta gastrocélica. En la mayoria de los paises
se encuentra disponible bajo medicamentos con nombres comerciales como
Fortasec, Lopex, Imodium, Dimor y Pepto Diarrea Control (Katzung et al., 2004;

Flores et al., 2004; Merk 2008).

En los adultos se puede hacer un tratamiento inicialmente durante los ataques
diarreicos de 4 mg por dosis, seguido de 2 mg después de cada deposicion hasta

alcanzar un maximo de 16 mg al dia (Katzung et al., 2004).
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Figura 4. Farmacos inhibidores del transito intestinal empleados en el

tratamiento de diarrea.

Los farmacos empleados en el tratamiento de la diarrea, dependiendo del

mecanismo de accion y la dosis, pueden presentar reacciones adversas como

cefaleas, dafios neuroldgicos, afecciones al sistema nervioso, colitis, pardlisis

intestinal, disfuncion hepatica, nauseas, vomito, estrefiimiento, etcétera (Merk, 2008;

Katzung et al., 2004); por tal razdén es necesaria la busqueda de compuestos que

idealmente estén libres de éstas.
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2.2 Generalidades de la familia Phytolaccaceae

Phytolaccaceae es wuna familia de fanerébgamas perteneciente al orden
Caryophyllales. La familia comprende cerca de dieciocho géneros, totalizando poco
mas de una centena de especies, ampliamente distribuidas, especialmente en las

regiones tropicales y subtropicales de América (Villasefior et al., 2003).

Las especies del género Phytolacca son hierbas de 1 hasta 3 m de altura. Perennes
gue crecen en bosque de pino-encino y bosque mesoéfilo. Tienen hojas simples
alternadas, con punta, con bordes rugosos. El tallo es frecuentemente rosa o rojo,
hueco y anguloso. Las flores son blanco verdosas o rosa intenso, en largas vainas al

final de las ramas, desarrollan frutos purpuras negruzcos (Villasefior et al., 2003).
2.3 Generalidades de Phytolacca icosandra

Phytolacca icosandra, conocida como jaboncillo, marzorquilla, iamole, congueran
(Michoacan), quelite (Veracruz) (Martinez, 1979). Tiene usos en la medicina
tradicional mexicana y en las costumbres de diferentes regiones de nuestro pais,
como analgésico, antiartritico, purgante, para inducir el vémito, como jabon y la

infusion de las hojas como antidiarreico (Rzedowski et al., 2000).

Se distribuye 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 Leén, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi,
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Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Yucatan (Villasefior y Espinosa,

1998).
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Figura 5. Phytolaccaicosandra, CONABIO (2011).

Esta especie ha sido estudiada quimica y farmacolégicamente debido a sus
aplicaciones como purgante (frutos), analgésico (hojas y tallos) y emética (raiz). A
través de estudios de citotoxicidad en lineas celulares de masculo y neuronales, se
ha comprobado el efecto toxico de los frutos y raices. La toxicidad se debe a una
saponina triterpénica, la fitolacagenina (23), y un alcaloide llamado fitolacanina (24).
Los sintomas de intoxicacion incluyen irritacién oral con salivacion profusa (debido al
contenido de cristales de oxalato), vomitos, célico, diarrea sanguinolenta, depresion,

postracion, y en casos raros puede ocurrir la muerte (Liyang et al., 2008).
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Generalmente estos compuestos téxicos son un tipo de resina amarga, purgante y
colagoga (estimulante de la expulsién de bilis), por lo que en la mayoria de los casos

afectan de manera similar al organismo.
2.3.1 Compuestos aislados y actividad bioldgica

Los metabolitos que se han aislado de Phytolacca icosandra corresponden
principalmente a compuestos de tipo saponinas triterpénicas (fitolacagenina (23)), de
los frutos y raiz. Sin embargo se han aislado también alcaloides como la fitolacanina
(24) de los frutos y flores, y flavonoides como el ombuinol (25) de las hojas (Stout et

al., 1964; Woo et al., 1975/1978; Bruce et al., 1981).

En la estructura de las saponinas triterpénicas (26) aisladas de Phytolacca icosandra
encontramos que R se sustituye por un azucar para formar los derivados

glicosidados.

Se han descrito actividades farmacolégicas para estos compuestos. En general,
para las saponinas triterpénicas y sus derivados, tanto glicosidados como &cidos, se
han comprobado propiedades hemoliticas, antimicrobianas (Bacillus subtilis,
Mycobacterium intracellulare), antivirales (herpes, VIH e influenza), espermicidas,
insecticida y molusquicida (Biomphalaria glabrata) (Treyvaud et al., 2000). Para la
fitolacanina (24) se determinaron caracteristicas antiinflamatorias, analgésicas y se
han hecho pruebas de citotoxicidad. A Phytolacca icosandra ademas se le atribuye
la capacidad de generar pérdida de peso, aunque esta caracteristica no ha sido

completamente estudiada (Sparg et al., 2004; Oda, 2000).
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3. Justificacion

La realizacion de este proyecto proporcionara conocimiento sustentado en la
experimentacion e investigacion cientifica acerca de los compuestos aislados de
Phytolacca icosandra en el tratamiento de diarrea. De este modo se beneficiara a la
sociedad porque ayudara a resolver algunas problematicas que cotidianamente se

presentan.

Esta investigacidon busca ampliar el conocimiento existente acerca de las plantas
medicinales que podemos encontrar en nuestro pais y con esta informacién, se abre
la posibilidad a otros investigadores de explorar mas a fondo los tratamientos que los

principios activos encontrados puedan dar para distintas enfermedades.

Los estudios fitoquimicos biodirigidos y la evaluacion de la actividad biolégica de
nuevos compuestos deben orientarse hacia el cumplimiento de los criterios
farmacoldgicos y etnoboténicos, lo cual significa que deben ajustarse a la manera
en que comunmente se hace uso de las plantas medicinales. Por lo tanto, esta

investigacion hard uso de estos criterios en el analisis de los resultados.
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4. Planteamiento del problema

La diarrea, a pesar de ser una de las afecciones del sistema digestivo mas comunes,
es un problema serio que puede ser tratado de diferentes formas, haciendo uso de la

medicina de patente o de la medicina tradicional.

México es uno de los paises con mayor incidencia de cuadros sintomaticos con
diarrea causados por diversas etiologias (OMS, 2011), es por esto que surge la
necesidad de investigar vias nuevas de tratamientos eficaces para contrarrestar sus
efectos. Haciendo uso de técnicas cromatograficas y espectroscopicas, y evaluando
los efectos antidiarreicos de los extractos metandlico y cloroférmico de las hojas y
flores de la especie Phytolacca icosandra se puede obtener sustento cientifico e

informacion que sirva de base en la generacion de nuevos fitomedicamentos.

En el Estado de Hidalgo se registran aproximadamente 23 mil 347 casos de diarrea
al afio, lo que representa un 17 % de la poblacion, sin embargo, gracias a las
medidas de precaucion que se han tomado, el consumo de alimentos en buen
estado y una adecuada desinfeccion del agua, los indices de esta enfermedad van a
la baja. En las jurisdicciones donde mas casos se presentan son Pachuca, con cerca
del 20 % y Tula, con poco mas de 17 %. Le siguen Tulancingo y Huejutla con cerca
del 10 %. Los grupos de edad mas afectados son los de 5 a 64 afios y los menores
de cinco afos. El Grafico 2 resume los casos de diarrea en diferentes municipios de

Hidalgo como un porcentaje del total de casos registrados (SSA, 2010).
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Gréfico 2. Casos de diarrea en el Estado de Hidalgo (SSa, 2010).

Phytolacca icosandra ha sido utilizada en México para muchos fines, anteriormente
se utilizaba para lavar, ya que los frutos maduros producen mucha espuma vy tienen
la capacidad de remover residuos de las fibras. Pero en la medicina tradicional
destacan sus aplicaciones para el tratamiento de trastornos del sistema digestivo
como la diarrea, ademés de artritis, reumatismo y pérdida de peso (Villasefior y

Espinoza, 1998).
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Determinar la actividad antidiarréica de los extractos metandlico y cloroférmico de las
partes aéreas (flores y hojas) de Phytolacca icosandra y realizar el estudio

fitoquimico del extracto con mejor actividad antidiarreica.
5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Evaluar bioldgicamente los extractos metandlico y cloroformico de flores y
hojas con la finalidad de reconocer el extracto con mejor actividad, que se
ajuste a los criterios farmacolégicos y etnobotanicos establecidos.

5.2.2 Realizar la separacion a través de técnicas cromatograficas del extracto
biol6gicamente activo.

5.2.3 Determinar la estructura de los principios activos a partir de la informacién

arrojada por los analisis espectroscopicos.
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6. Hipotesis

La infusion de Phytolacca icosandra posee propiedades medicinales como
antidiarreico. Los extractos crudos y compuestos aislados tendran potencial

antidiarreico en alguno de los modelos empleados en la evaluacion bioldgica.
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7. Parte experimental

7.1 Material vegetal

El material vegetal se colect6 en la comunidad de Macheros, municipio de El

Capulin, Estado de México en junio del 2009.
7.2 ldentificacion del material vegetal

Un ejemplar se depositd en el Herbario del Instituto Mexicano del Seguro Social y la

identificacion se esta llevando a cabo por la Dra. Abigail Aguilar Contreras.
7.3 Operaciones preliminares

Del material recolectado una vez seco y limpio, se procedi6 a realizar la molienda de
los 6rganos por separado, al finalizar este procedimiento se obtuvo un peso de 1.649

kg de hojas y 249 g de flores.

7.4 Obtencidon de extractos en pequefia escala para el proceso de

seleccion del extracto activo

Los extractos se obtuvieron por maceracion con el disolvente (40 g del material
vegetal en 500 mL x 3 veces x 1 semana) a temperatura ambiente. La mezcla se
filtr6 y el exceso de disolvente fue eliminado con ayuda de un rotavapor a presion

reducida hasta sequedad. Se obtuvieron los extractos metandlico y cloroférmico de
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hojas y flores a los cuales se les determiné el efecto antidiarreico. En la Tabla 2

resume la obtencion de extractos y muestra el rendimiento de la extraccion.

Tabla 2. Obtencién de extractos crudos.

Extracto g Planta g Extracto % R
Metandlico flores 40 3.024 7.56
Metandélico hojas 40 6.802 17.01

Cloroférmico flores 40 1.967 4.89
Cloroférmico hojas 40 0.969 2.42

% R = porciento de rendimiento

7.5 Obtencidn del extracto metandlico de las hojas a gran escala

El extracto se obtuvo por maceracion de las hojas secas con el disolvente (1.2 kg del
material vegetal en 2 L x 3 veces x 1 semana) a temperatura ambiente. La mezcla se
filtré y el exceso de disolvente fue eliminado con ayuda de un rotavapor a presion
reducida hasta sequedad. Se obtuvo el extracto metanélico de las hojas (40.16 g,

con un rendimiento del 3.35 %), el cual se empled para el estudio fitoquimico.

7.6 Andlisis cromatografico y equipos utilizados

Las cromatografias en columna se realizaron sobre gel de silice (60 Merk, malla 70-
230 ASTM), las cromatografias en capa fina tanto analitica como preparativa se
efectuaron utilizando placas de aluminio y vidrio (cromatofolios soportados en

aluminio o vidrio, TLC 20 x 20 cm, silica gel 60 Fy4 Merk). Como agentes
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cromogenos se emplearon soluciones de acido sulfarico al 1 % en etanol, cloruro
férrico, vainillina y sulfato cérico. Para los andlisis de RMN 'H se emplearon los
equipos Varian Unity de 300 MHz y Bruker Ultrashield Advanced Il de 400 MHz. Se

utilizé TMS como referencia interna.
7.7 Determinacion de la actividad antidiarréica

Se utilizaron ratas del tipo Wistar con pesos de entre 100 a 150 g y ratones del tipo
ICR con pesos de entre 30 a 40 g. Los animales se mantuvieron bajo condiciones
estandar de laboratorio (dieta normal y agua ad libitum). Para los ensayos se

pusieron en ayuno de 24 horas con acceso libre al agua.
7.7.1 Modelo de motilidad gastrointestinal

Las ratas se dividieron en seis grupos de cinco animales cada uno, el control positivo
recibié loperamida (2.5 mg/kg) y el control negativo Tween 80 al 1 % en agua, Los
extractos metandlicos y cloroférmicos (300 mg/kg) o el vehiculo (Tween 80 al 1% en
agua) fueron administrados por via intragastrica, 60 minutos después, se administro
una suspension al 2 % de carbon activado en una solucion al 1.5 % de goma arabiga
(1 mL/animal), mas 1 mL de aceite de ricino. Transcurridos 60 minutos, los animales
fueron sacrificados y el tracto gastrointestinal removido, se mididé la distancia
recorrida por el carbén activado, los resultados se expresan como un porcentaje de
la longitud total del intestino desde el piloro al ciego (Pérez et al., 2005; Agbor et al.,

2004; Tangpu y Yadav, 2004).
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Figura 7. Modelo de motilidad gastrointestinal.

7.7.2 Modelo de acumulacion de fluido intestinal

Las ratas se dividieron en seis grupos de cinco ratas cada uno, el control positivo
recibio loperamida (2.5 mg/kg) mientras que el control negativo recibi6 1 mL de
Tween 80 al 1 % en agua por via intragastrica. Los extractos metandlicos y
cloroférmicos (300 mg/kg) fueron administrados por la misma via. Después de 30
minutos, las ratas fueron anestesiadas y se procedié a realizar la cirugia, que
consistié en suturar el intestino delgado a la altura del ciego para evitar el transito de
fluido y lograr su acumulacion. Se suturé la incisién y se administré 1 mL de aceite
de ricino. Transcurridos 60 minutos, los animales fueron sacrificados y el tracto
gastrointestinal removido, se midié la cantidad de fluido acumulada en el intestino
delgado, los resultados se expresan como un porcentaje de inhibiciébn de produccion
de fluido intestinal (Mbagwu y Adeyemi, 2008; Adeyemi y Akindele, 2008; Nwafor y

Bassey, 2007; Rouf et al., 2007; Teke et al., 2007).
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Figura 8. Modelo de acumulacién de fluido intestinal.

7.7.3 Modelo del aceite dericino

Los ratones se dividieron en seis grupos de seis animales, el control positivo recibio
loperamida (2.5 mg/kg), el control negativo recibié vehiculo (Tween 80 al 1% en
agua), los demas grupos recibieron los extractos metandlicos y cloroformicos (300
mg/Kg) por via intragastrica. Transcurridos 30 minutos se les administré por la
misma via 0.5 mL de aceite de ricino y se colocaron individualmente en cajas de
plastico con papel filtro en el fondo, mismo que se cambié cada hora durante 4
horas, se registré el niumero total de heces, clasificandolas como blandas, duras o
liquidas. Los resultados se expresan como un porciento en la inhibicion de la
produccion de heces liquidas (Mbagwu y Adeyemi, 2008; Nwafor y Bassey, 2007,

Rouf et al., 2007; Teke et al., 2007).
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Figura 9. Modelo del aceite de ricino.

7.8 Separacion de compuestos del extracto activo

Una parte del extracto activo (metandlico de las hojas, 20 g) se sometid a particion
con disolventes (100 mL x 3). Se obtuvieron las fracciones acetato de etilo (AcOEt),
cloroformo (CHCIs) y agua (H»0), a las cuales se les realiz un anélisis de RMN *H
que mostré sefiales caracteristicas de acidos grasos para la fraccién cloroférmica y
azucares en la fraccion acuosa. En el caso de la fraccion de AcOEt se apreciaron
sefales tipicas de compuestos aromaticos e hidroxilados, lo cual permitié suponer la
presencia de compuestos de interés y por tal razon se decidié continuar el estudio

quimico con esta fraccion.
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Esquema 1. Fraccionamiento por particion del extracto metandlico de las hojas

El extracto AcOEt (4.78 g) se sometio a un fraccionamiento mediante cromatografia

en columna utilizando 6 pulgadas de gel de silice como soporte en una columna de

50 cm de diametro y 60 cm de

longitud, eluyendo con una mezcla

CHCl3:Acetona:MeOH (28:55:17). Se obtuvieron 32 fracciones de 20 mL cada una,

las cuales se agruparon de acuerdo a sus caracteristicas cromatograficas para

obtener cinco fracciones secundarias (F1’-F5’) (Tabla 3).

Tabla 3. Fraccionamiento del extracto AcOEt de la particion.

Fracciones secundarias Peso (9)
F1' (1) 0.21
F2' (2) 0.24
F3’ (fase liquida) (3 — 7) 0.87
F3’ (fase sdlida) (3 —7) 1.02
F4 (8 -22) 0.71
F5' (23 — 32) 0.23
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La fraccién F3’ (fase sodlida, 1.02 g) se sometioé a un fraccionamiento secundario por
cromatografia en columna (Tabla 4), usando como fase estacionaria 5 g de gel de
silice en una columna de 1 cm de diametro y eluyendo por gradiente en incremento
de polaridad con CHCI3, AcOEt, MeOH. Se colectaron 54 eluatos de 10 mL cada uno
y se agruparon en quince fracciones secundarias en funcion a sus caracteristicas

cromatograficas.

Tabla 4. Fraccionamiento secundario de F3’.

Fraccion Peso (mgQ)
F17 (1-19) 6.30
F2” (20) 10.02
F3” (21) 13.10
F4” (22) 14.09
F5” (23) 16.01
F6” (24) 15.40
F7” (25) 11.20
F8” (26) 17.10
F9” (27) 10.02
F10” (28) 13.00
F11” (29) 12.10
F12” (30) 10.20
F13” (31) 9.30
F14” (32 — 40) 32.00

F15” (41 — 54) 15.00
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Después del analisis cromatografico de las fracciones agrupadas se comenzo la

purificacion de los compuestos en aquellas que presentaron una mejor separacion.

De la fracciébn F6” se obtuvo diosmetina (28) (4.2 mg), la cual se purific6 por
cromatografia en capa fina preparativa, eluyendo con una mezcla AcOEt:MeOH:H,0
(100:26:16.5). Se aplicoé el mismo procedimiento para las fracciones F14” y F15” (32

y 15 mg) de las cuales se aisl6 7-O-8-D-ramnésido de campferido (27) (5.8 mg).

Se realiz6 un nuevo fraccionamiento del extracto activo (Tabla 5). Diez gramos del
extracto (metandlico de hojas) se sometieron a cromatografia en columna,
empleando como fase estacionaria 30 g de gel de silice en una columna de 2.0 cm
de diametro y como fase movil CHCI3;, AcOEt y MeOH en incremento de polaridad
por gradiente. Se colectaron 21 fracciones primarias de 250 mL, las cuales por

afinidad se combinaron en 11 fracciones secundarias.

Tabla 5. Segundo fraccionamiento del extracto activo.

Fraccion secundaria Peso (9)

F1' (1) 0.564

F2' (2) 1.465

F3' (3-8) 0.447

F4' (9 - 10) 0.073

F5' (11) 0.061

F6' (12— 13) 0.352

F7’ (14) 1.048

F8' (15) 1.092
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F9' (16) 1.120
F10’ (17 - 18) 0.063
F11' (19 - 21) 0.021

En funcion a las caracteristicas cromatograficas, se procedié a purificar la F7’ (150
mg) por medio de cromatografia en capa fina preparativa. De la cual se aislo
diosmetina (28) (2.1 mg). La Tabla 6 muestra los compuestos purificados y el peso

final de los mismos.

Tabla 6. Compuestos purificados.

Fraccién Compuesto Peso (mgQ)

F6” Diosmetina 6.3

F14” y F15” 7-0O-B-D-ramnoésido de campferido 5.8
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8. Resultados y discusién

8.1 Determinacion del extracto biol6gicamente activo

8.1.1 Resultados del modelo de motilidad gastrointestinal

Los resultados del ensayo indicaron que los extractos EMF y ECF presentaron la
mayor actividad antidiarréica. Sin embargo, los extractos cloroférmico y metandlico

de las hojas mostraron una actividad comparable con la del farmaco control.
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El grafico muestra los valores promedio de los resultados de la prueba +SD, n = 5, para la dosis
evaluada (300 mg/kg) (X 3). EMF = extracto metandlico de las flores, EMH = extracto metandlico de
las hojas, ECF = extracto cloroférmico de las flores, ECH = extracto cloroférmico de las hojas, C+ =
control positivo (farmaco control, loperamida), C- = control negativo.

Grafico 3. Porciento de transito intestinal
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8.1.2 Resultados del modelo de acumulacién de fluido intestinal

Los resultados del modelo indican que el extracto que presentd la mayor actividad
fue el cloroférmico de las hojas, ya que inhibié en mayor proporcion la formacion de
fluido intestinal. Le siguen el metandlico y cloroférmico de las flores. La actividad del

extracto metandlico de las hojas es casi igual que la de la loperamida.
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El grafico muestra los valores promedio de los resultados de la prueba +SD, n = 5, para la dosis
evaluada (300 mg/kg) (X 3). EMF = extracto metandlico de las flores, EMH = extracto metandlico de
las hojas, ECF = extracto cloroférmico de las flores, ECH = extracto cloroférmico de las hojas, C+ =
control positivo (farmaco control, loperamida), C- = control negativo.

Gréfico 4. Porciento de inhibicién de fluido intestinal
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8.1.3 Resultados del modelo del aceite de ricino

En este modelo el extracto metandlico de las hojas demostré una actividad superior
a la de todos los extractos evaluados y se apreciaron valores de su capacidad de

inhibicion de casi el doble que el farmaco control.

100 -

60 -

50 -

% Inhibicion

40 -

i

20 -

1

10 -

—

EMF EMH ECF ECH C+ C-

El grafico muestra los valores promedio de los resultados de la prueba +SD, n = 6, para la dosis
evaluada (300 mg/kg) (X 3). EMF = extracto metandlico de las flores, EMH = extracto metandlico de
las hojas, ECF = extracto cloroférmico de las flores, ECH = extracto cloroférmico de las hojas, C+ =
control positivo (farmaco control, loperamida), C- = control negativo.

Grafico 5. Porciento de inhibicion de diarrea
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El uso comun de Phytolacca icosandra para el tratamiento de la diarrea es a traves
de la infusién acuosa de las hojas secas. En el presente trabajo se demostré que los
extractos cloroférmicos de flores y hojas, asi como el metandlico de las flores tienen

buena actividad antidiarreica e incluso superan la actividad del farmaco control.

El extracto metandlico de las hojas cumple con los criterios farmacologicos y
etnobotanicos para ser utilizado en un estudio biodirigido. Es decir, la polaridad del
extracto, asi como la parte de la planta que se utilizd son similares a los empleados
de manera tradicional. En cuanto a la evaluacion biolégica del extracto se aprecio
una actividad equiparable con la de la loperamida, lo cual permitié suponer que los
compuestos presentes pudieran tener actividad farmacoldgica similar a la de éste

farmaco.

En funcién a las consideraciones anteriores es que se decidié continuar el estudio
quimico con el extracto metandlico de las hojas, del cual se aislaron dos compuestos

no reportados previamente para esta especie.
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8.2 Elucidacion estructural del 7-O-B-bD-ramndsido de campferido

El compuesto se aislé como un sélido amarillo amorfo. En el espectro de RMN *H en
DMSO a 400 MHz (Figura 10) se observo una sefal doble en 5.23 ppm (J = 7.7 Hz)
correspondiente al hidrégeno anomérico del glicosido, que indicé la posicion 8. En
1.09 ppm (J = 6.7 Hz) se aprecidé una sefial doble correspondiente al grupo metilo
del azucar, que confirmé la presencia de ramnosa. Un sistema A;B, se observo en
8.08 ppm (J = 8.9 Hz) correspondiente a los protones 2’y 6’, y en 6.89 ppm (J = 8.9
Hz) para los protones 3’ y &, este sistema confirmo la sustitucion del anillo B en la
posicion 4’. Los hidrogenos 6 y 8 del anillo A se apreciaron en 6.36 y 6.72 ppm como
dos sefales dobles (J = 1.8 Hz), esto permitié determinar las sustituciones del anillo
en las posiciones 5y 7. En 3.87 ppm se aprecié una sefial simple correspondiente al
fragmento metoxilo. La Tabla 7 muestra los datos de RMN'H a 400 MHz en DMSO,
asi como los datos reportados en la literatura (Manguro et al., 2007; Imperato, 1998;
Curir et al., 2001; Pandey et al., 2008; Andersen, 2006; Long-Ze et al., 2007; Braca

et al., 2003).

En estudios previos se ha reportado la posicion de los protones H-6 y H-8 a través
de las espectroscopias de RMN en una y dos dimensiones (COSY, INEPT,
HETCOR, HMQC y HMBC). La comparacion de estos datos con los obtenidos
experimentalmente permitio asignar los protones a su sefial correspondiente

(Pandey et al., 2008; Andersen, 2006; Long-Ze et al., 2007; Braca et al., 2003).
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Tabla 7. Datos de RMN *H del 7-O-B-D-ramnésido de campferido

d en ppm Multiplicidad (J en Hz)
Posicion
Experimental Literatura * Experimental Literatura *

8 6.72 6.76 d (1.8) d (2.0)

315 6.89 6.90 d (8.9) d (8.8)

6" 1.09 1.15 d (6.7) d (6.5)

* Manguro et al., 2007; Imperato, 1998; Curir et al., 2001;Pandey et al., 2008; Andersen, 2006;

Long-Ze et al., 2007; Braca et al., 2003
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Figura 10. Espectro de RMN *H (400 MHz) de 7-O-B-D-ramnésido de campferido en DMSO-ds.
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8.3 Elucidacioén estructural de diosmetina

El compuesto se aislé como un sélido amorfo amarillo. En el espectro de RMN *H en
DMSO a 300 MHz (Figura 11) se observé una sefal simple en 7.26 ppm
correspondiente al H-3 del anillo C. En 6.59 y 6.66 ppm aparecieron dos sefales
dobles (J = 1.8 Hz) de los protones 6 y 8. Se observaron dos sefiales dobles, en
7.83 ppm (J =2.1 Hz) y en 7.46 (J = 8.6 Hz) correspondientes a los protones 2’ y 6’
respectivamente. En 7.79 ppm aparecio la sefial doble de dobles (J = 8.2, 2.1 Hz)
correspondiente al proton H-6’. La sefial simple del fragmento metoxilo se observé
en 3.63 ppm. La tabla 8 muestra los datos de RMN*H a 300 MHz en DMSO, asi
como los datos reportados en la literatura (Andersen, 2006; Niranjan et al., 1997;
Emam et al., 1997; Abourashed et al., 1999; Koukoulitsa et al., 2006; Long-Ze et al.,

2007).

Los estudios reportados previamente de este compuesto, espectrometrias UV, RMN
en una y dos dimensiones (COSY, HETCOR, HMBC y HMQC), sirvieron de
referencia para la asignacién de los protones 6 y 8, y de la posicién del hidroxilo en
el anillo B (Andersen, 2006; Niranjan et al., 1997; Emam et al., 1997; Abourashed et

al., 1999; Koukoulitsa et al., 2006; Long-Ze et al., 2007).
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Tabla 8. Datos de RMN *H de diosmetina

5 en ppm Multiplicidad, J en Hz
Posicion
Experimental  Literatura* Experimental Literatura *

6 6.59 6.47 d (1.8) d (2.0)

2 7.83 7.52 d(2.1) d (2.0)

5 7.46 7.10 d (8.6) d (9.0)

*  Andersen, 2006; Niranjan et al., 1997; Emam et al., 1997; Abourashed et al., 1999; Koukoulitsa et

al., 2006; Long-Ze et al., 2007
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9. Conclusiones

* Se logré6 comprobar el efecto antidiarreico de los extractos metandlico y
cloroférmico de las partes aéreas (hojas y flores) de Phytolacca icosandra a una
dosis de 300 mg/kg.

* Del extracto metandlico de las hojas se aislaron e identificaron dos flavonoides:
7-O-B-D-ramnosido de campferido (27) y diosmetina (28), no reportados
previamente para esta especie.

* El estudio de la actividad antidiarréica de Phytolacca icosandra proporciona un
sustento cientifico y valida el uso de dicha especie en la medicina tradicional
como agente terapéutico en el tratamiento de diarreas no infecciosas.

* La presente investigacion es una contribucion al conocimiento fitoquimico y

farmacoldgico de la especie Phytolacca icosandra.

10. Perspectivas

En trabajos futuros se pretende realizar el estudio fitoquimico de los extractos
cloroférmicos de las flores y de las hojas, asi como del metandlico de las flores,
debido a que estos presentaron buena actividad bioldgica es importante conocer los
compuestos activos responsables. Aun cuando dichos extractos no se ajustan a los
criterios farmacologico y etnobotanico, los resultados que se obtengan ampliaran el

conocimiento fitoquimico y farmacologico de la especie.

Se pretende también comprobar la actividad farmacolégica de cada uno de los

compuestos aislados y calcular su DLsp.
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