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RESUMEN

OBJETIVO GENERAL: Analizar la actividad citotéxica de la
chaparrina sobre cultivos axénicos de E. histolvtica, cepa
HM-1:1IMSS y de fibroblastos diploides humanos, cepa MRC-5.

1. A partir de la raiz de la planta denominada Castels
texana o “chaparro amargoso” se logré aislar un compuesto
amargo de color blanco al que se le identificé como la
lactona sesquiterpénica chaparrina por las siguientes pruebas
guimicas: Determinacidn de su punto de fusion (pf), factor de
corrimiento en cromatografia en capa delgada (Rf) y,
espectros de Infrarrojo (IR) y de Resonancia Magnética
Nuclear (RMN), la cual posee la férmula quimica 020H2807.

2. Se determindé la actividad citotéxica in vitro de
diferentes concentraciones de este compuesto sobre el
crecimiento de cultivos celulares de E. histolytica y de
fibroblastos diploides humanos.

Los resultados de este estudio mostraron que la
chaparrina a la mdxima concentracién empleada (100 pM)
inhibié el 97 % de los cultivos amibianos y solo el 27 ¥ de
los cultivos de fibroblastos. Ademas, esta actividad se
conservé hasta 1 uM de chaparrina y fué muy semejante a la
observada con drogas antiamibianas conocidas, como la emetina
Y el metronidazol.
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IMPORTANCIA.

Se estima gue aproximadamente un 12 % de la
poblacién mundial es portadora del protozooario denominado
Entamoeba histolyvtica, la enfermedad que este produce se
conoce como amibiasis, y se localiza con mayor frecuencia en
regiones tropicales y subtropicales (1). Aunque la
terapedtica actual cuenta con diversos medicamentos para
combatir esta enfermedad, ninguno estd exento de producir
efectos téxicos indeseables en el humano (2). Por lo tanto
se debe de continuar con la busqueda de nuevos agentes
amebicidas, de menor toxicidad y con igual o mayor potencia

gue los ya existentes.

Las pruebas in vitro representan una etapa importante al
estudio farmacolégico de nuevos medicamentos previa a las
pruebas in vivo: ya gue estas pruebas son relativamente mis
econdénicas, se pueden efectuar en un periodo mds corto de
tiempo y son altamente sensibles. Ademds, si tomamos en
cuenta de que en el caso del estudio de principios naturales
extraidos a partir de plantas en el que en muchas ocasiones

se nos presenta el inconveniente de no contar con suficiente

muestra para realizar los estudios con animales, las pruebas



realizadas en cultivos de células son muy utiles ya gque
ofrecen un micrométodo, a partir de el cual se pueden obtener
resultados preliminares aun y cuando la cantidad del
principio activo aislado corresponda a una micromuestra, de

tal manera que pudieran realizarse ensayos para demostrar la

actividad que se espera tenga in vive (3).

OBJETIVOS.

Objetivo General: Analizar la actividad citotéxica
in vitro de la chaparrina sobre cultivos axénicos de

Entamoeba histolytica, cepa HM-1:IMSS, y sobre cultivos

axénicos de fibroblastos dipleides humanos, cepa MRC-5,

Objetivos Especificos:

1. Aislar e identificar el compuesto denominado como
chaparrina a partir de la raiz de la planta
conocida como Castela texana y en la Medicina

Tradicional c¢omo "chaparro amargoso".

2. Determinar la actividad citotdéxica de la

chaparrina sobre el crecimiento de cultivos

celulares de E, histolytica, cepa HM-1:IMSS y



hacer una comparacién con la actividad de drogas

antiamibianas conocidas.

3. Analizar la actividad citotéxica de la chaparrina
sobre el crecimiento celular de cultivos de

fibroblastos diploides humanos cepa MRC-S.

4, Establecer una comparacién entre los efectos
producidos por la chaparrina sobre los
trofozoitos amibianos y los fibroblastos

diploides humanos.

ANTECEDENTES .

1. Descripcién Botdnica. Muchas drogas "modernas*
(tales como la quinina y la emetina) se han obtenido a
partir de la Medicina Tradicional. La chaparrina es un
compuesto puro gue se extrae a partir de la planta llamada
Castela texapna o Castela nicholsoni (Torr y Gray)Rose. Esta
planta pertenece a la Familia de las Simaroubaceas, y su
localizaclén corresponde a las regiones dridas del Norte de
nuestro Pais, especialmente a los estados de Durango,

Tamaulipas, San Luis Potosi, Nuevo Leén y, el sureste de



Texas (4).

Es un arbusto lenoso de 1 a 2.5 m de altura; posee
espinas alternas de 5 a 6 c¢cm de largo; hojas blangquecinas
obtusas de 0.5 a 1.5 cm, flores peguefias de 3 a 4 mm de
longitud de color rojo~naranja en su exterlior y amarillas en
su interior formadas por cuatro pétalos y cuatro sépalos. Sus
frutos son de color rojo brillante en forma de chicharo y

miden aproximadamente de 6 a 8 mm de didmetro (Fotografia

No.1l).

Recibe los nombres vulgares de "bisbirinda" en

Tamaulipas, "amargoso" en Nuevo Leén y "chaparro amargoso" en

Texas (4-7).

2. Clasificacién Botdnica.
Refnol .6, Lne {a4s P Vegetal
Subreino............Spermatophyta
ClaSE€.sesessasesss. . ANgiospermae
Subclase......-.....Dicotyledoneae
Famili@...cseees....Simaroubaceae
GENEerC..veveccracsos Castela
Especie...svevssev...fexana



3. Usos en Medicina Tradicional. El uso de las plantas
estd ligado a un contexto cultural que se desarrolla en
clertas comunidades. Cuando las plantas son seleccionadas al
azar para cualquler tipo de estudio la probabilidad de
encontrar actividad biolégica disminuye en comparacidén de
cuando se seleccionan en base & su uso etnobotdnico (uso de
las mismas por varias culturas). Spujt y Col en 1992 se
dieron a la busqueda de compuestos con actividad
antineopldsica y, cuando ellos selecionaron al azar los
compuestos para su estudio soloc encontraron un 10 % de
respuesta antineopldsica en comparacidén de cuando su
seleccién se hizo en base a su uso etnobotdnico en cuyo caso

encuentran un 20 % de respuesta (8).

Los conocimientos sobre las plantas medicinales en México
son en su mayoria empiricos, datan desde épocas anteriores al
descubrimiento de América. De acuerdo con la bibliografia
consultada, una de las primeras publicaciones sobre el uso
farmacoldgico de la C. ftexana fué la realizada por Putegnat
en 1883 guien recomendd el uso del chaparro amargoso en el
tratamiento de la diarrea o disenteria amibiana. E1 esquema

terapeutico refiere la adminlistracién por via oral de un



cocimiento de la planta en agua a 96°C durante 30 minutos
o bien hasta que tomase un color amarillo claro, ademds al
paciente se le practicaban diariamente dos enemas rectales
con 500 a 2000 ml del mismo cocimiento, durante dos semanas

no observdndose efectos téxicos indeseables (9).

Posteriormente en 1918, Shepheard y Sellards obtuvieron
resultados similares utilizando extractos acuosos y
metanélicos a partir de diferentes partes de la planta en
pacientes a quienes se les habia detectado la presencia de
quistes de E. histolytica mediante estudios de laboratorio

(10-11).

Bosman en 1923, haciendo estudios comparativos de la
toxicidad del extracto acuoso de C. texana con la del
clorhidrato de emetina en ranas, peces e intestino y itero
aislados de gata, demostrd que la emetina era mas téxica gque

el extracto en sus modelos estudiados (12}.

4. Actividad Biolé6gica in vitro de los extractos y de
algunos compuestos aislados de la planta. Uno de los
primeros reportes encontrados en la literatura sobre la

actividad bioldgica in vitro de la planta fué el presentado



por Nixon en 1914; él1 observé que una dilucidén del extracto
acuoso de 1:10 000 era suficiente para inmovilizar a
trofozoitos aislados de pacientes con absceso hepdtico
amibiano(13). Aun cuando este hallazgo fué prometedor para el
advenimiento de un nuevo farmaco antiamibiano no fué sino
hasta 1960 gue Druey menciona la actividad amebicida jin vitro
de un principio activo extrajdo de la planta, la glaucarubina

(14).

Posteriormente todas las investigaciones relacionadas con
la actividad biolégica de compuestos aislados de las
Simaroubaceas estuvieron relacionadas con sus propiedades
antitumorales in vitro e in vivp (15-16). hasta gue en 1982
Frances Gillin y Col. prueban el efecto de 17 compuestos
aislados de diferentes plantas pertenecientes a la familia de
las Simaroubaceas utilizando un modelo de crecimiento de E.
histolytica en agar semisélido. Ellos encuentran que la
bruceantina aislada de la Brucea antidysentérica originaria
de Etiopia es un potente amebicida a 0.076 pg/ml y gque
comparada con el metrcnidazol (4.25 ug/ml) es 30 veces mds
activa. El problema de la bruceantina estid en su toxicidad,

ya que dosis superiores a 4 mg/Kg diarios en ratones fuercn



letales (17).

Nesotros inicialmente probamos el efecto antiamibiano de
diferentes extractos preparados a partir de la parte aérea de
la C, texana: extracto etandlico y extracto metanélico-
cloroférmico, sobre el crecimiento amibianc de la cepa
E. histolvtica HM-2:IMSS mantenida en el medio de cultivo
liguido TP-S-~1 (18) y encontramos que el extracto metandélico-
clorofdérmico era el mds activo a las tres concentraciones

probadas: 10,50 y 100 pug/ml (19).

En 1985 el Dr. Keene y Col. utilizaron pruebas in vitxo
para evaluar la actividad sobre E, histolyticg de diferentes
extractos crudos y compuestos aislados de plantas. Los
resultados gue obtienen son comparados con pruebas
citotéxicas in vitro sobre gueratinocitos de la oreja del
cobayo (células GPK). Dentro de los compuestos que probaron
se encuentran cinco aislados a partir de Simaroubaceas:
extracto butandlico crudo de Brucea jabanica, bruceantina,

bruceina C, quassina y Xantina-é6-~1.

La Concentraci¢n Inhibitoria 50 (CIBO) de estos

compuestos sobre E. histolytica fué de 8.25, 0.30, 10, 0.50 y



23 pg/ml respectivamente; pero de todos ellos solo la

quassina tuvo una relacién citotéxica/amebicida mas favorable

(20).

Martinez y Samaniego en 1986 y 1987 respectivamente
probaron el efecto de la Castela texanpa administrando
capsulas preparadas con diferentes dosis de la planta en
pacientes con amibiaisis intestinal comprobada por estudios
coproparasitoscépicos y, la compararon con la actividad de la
diyodohidroxiguinoleina, droga antiamibiana en uso. Las
resultados presentados indican que no hay una diferencia
significativa entre el uso de los dos compuestos (80 % de
remisién de la enfermedad), pero respecto a los efectos
secundarios producidos, la Castela no presentd sintomas
adversos durante el tratamiento, en cambio los pacientes
tratados con diyodohidroxiguinoleina reportaron: ndusea,
dolor abdominal y cefaléas. Otro problema gue se pudo
observar durante el estudio es que los pacientes tienden a
abandonar con facilidad el tratamiento con las
diyodohidroxiquinocleinas por lo largo de su duracién (21

dias), en comparacidén con el de Cagstela: 12 dias. (21i=-22).
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5. Caracteristicas quimicas de la Castela Lexana. La
familia de las Simaroubaceasgs son plantas que se han
caracterizado por poseer principios amargos (11), los cuales

son triterpenos degradados denominados guassinoides (10).

Varios investigadores han estado interesados en
identificar estos principlos activos, en donde se puede
sefialar que uno de los primeros trabajos scbre la composicién
quimica de esta planta fué el presentado por Bosman en 1822,
guien aislé un glicdsido al gue nombré castelina con un punto
de fusidn (pf) de 105°C (23). Un ano m&s tarde, el mismo
autor obtiene otro principic amargo cristalino al que llamé

castelamarina con pf de 267 C (2).

En las siguientes cuatro décadas no se cita ningun
trabajo y no es sino hasta 1961, cuando aparecié la
publicacidén de Geissman y Chandorkar, donde refirieron la
purificacién de otro compuesto amargo de apariencia
crigtalina y con pf de 308°C, al que llamaron chaparrina

(C ), cuya estructura correspondié a una lactona, ya

201289
que presentd coloracién azil intensa al reaccionarlo con
dcido sulfurico concentrade. Un ano mas tarde la estructura

de la chaparrina fué identificada (Fig. 1) por este mismo



o §

autor cémo una molécula con cuatro grupos hidroxilo, un

carbonilo y un anillo lacténico (24).

Otros componentes aislados de la (. texana son la
glaucarubolona con pf de 258°C (15), la cual ha sido posible
obtenerla en el laboratorio a partir de la chaparrina por

oxidacién selectiva del hidroxilo en el carbén 2 con Mnoz.

Otra molécula aislada de la C, texana es el glaucarubol-
i5-isovalerato, el cual es de especial interés ya que a la
presencia del grupo éster 15-isovalerato se le han atribuido

importantes propiedades terapetticas (16).

ORIGINALIDAD.

La amibiasis se encuentra en la actualidad
ampliamente distribufida a nivel mundial, por lo gue se sigue
considerando como un problema de salud. La terapeutica actual
cuenta con diversos medicamentos, pero ninguno estd exento de
producir efectos téxicos indeseables en el humano, por lo
tanto, se debe continuar la busqueda de nuevos agentes
amebicidas, de menor toxicidad y con igual ¢ mayor potencia

que los ya existentes,
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HIPOTESIS.

cémo los extractos de la Castela texana son
utilizados en medicina tradicional en el tratamiento de
disenterias de origen amibiano sin que se presenten efectos
toxicos en los pacientes, se espera gue la chaparrina,
compuesto extraido de esta planta resulte altamente activo
(citotéxico) sobre los cultivos amibianos, y no presente
actividad citotéxica alguna en los cultivos de células
diploides humanas. Esta linea celular posee al menos el 75 %
del cariotipo de las células normales de la especie de la

cual fueron obtenidas originalmente.

MATERIAL Y EQUIPO.

Material Bioldégico:

1. Linea celular de trofozoitos amibianos: cepa,
HM-1:IMSS de Entamoeba histolytica.

2. Linea celular de fibroblastos diploides humanos
cepa, MRC-5 de fibroblastos derivados de tejido
de pulmon fetal.

3. Suero de bovino.

4, Suero Fetal de bovino.
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Material Quimico:

1.
2.

Medio de cultivo TYI-8~33 de Diamond.

Medio de cultivo basal de Eagle diploide.

3. Chaparrina, Emetina-HCl (Sigma Chem.).
Equipo:
1. Equipo de extraccién tipo soxhlet.

10.

Equipo para realizar CCL (cromatografia liquida

en columna).

Equipo para realizar ccd (cromatografia en capa
delgada).

Rotaevaporador marca Buchii.

Campana de cultivo,.

Centrifuga refrigerada marca Diamond.
Incubadora marca National Apliance Co.
Fotomicroscopio compuesto, marca Carl Zeiss.
Fotomicroscopio invertido Modelo '"D",marca Carl
Zeiss.

Microcomputadora PC.
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HMETODO.

1. Obtencidn de la chaparrina. Para poder llevar a cabo
este estudio, primeramente se realizd la colecta de la planta
Cagtela Lexana en el campo experimental de la Facultad de
Cienclas Biolégicas de la UANL situado aproximadamente a 20
Km hacia el norte de la ciudad de Monterrey, en el mes de

Septiembre de 1992.

Posteriormente se procedié a aislar la chaparrina
haciendo una modificacién al método reportado por el Dr.
Xorge A. Dominguez en 1979 (25): El material de estudio (raiz
de la planta), se dejé secar en un horno de gas a una
tenmperatura alrededor de 50 C durante 4~8 horas. Una vez
seco, se llevé a un molino tipo "Willey” en el cual se

trituré finamente.

Dos kilos de material seco y molido se extrajeron con

metanol (MeOH) en extractores tipo soxhlet durante 7 dias.

El extracto obtenidco (E~MeOH-D) se concentré en un
rotavapor a presidén reducida y, posteriormente se sometid a
una particién con dicloruro de metilo-agua (CH,C1,-H,0 3:1
v/v) en un embudo de separacidén mediante constante agitacién,



i5

Y la capa intermedia formada gue resultd ser insoluble tanto
en CH2C12 como en H,O de color café claro y de consistencia

granulosa.

Esta capa intermedia se corrié en una cromatografia
en columna (CCL en silica gel~60) y se hizo la secuencia

cromatogrdfica de las fraciones obtenidas.

Los principios obtenidos fueron aislados mediante el
empleoc de la cromatografia en columna liguida por succién
(CCL) e identificados por cromatografia en capa delgada

(ccd).

Se usaron columnas cromatogréficas de wvidrio cuyas
medidas estuvieron en funcién de la cantidad del extracto
a percolar. La columna cromatografica se colocé a la boca de
un matraz erlenmayer para la colecta de las distintas
fracciones eluidas. Se usaron como eluentes combinaciones
de hexano-acetona y acetona-metanol, todas ellas de menor a

mayor polaridad.

La cromatografia en capa delgada se utilizé para
determinar al o los compuestos presentes en la fraccidn

activa del extracto. Se usaron cdmaras de vidrio cerradas con

1020091525
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una tapa movible también de vidrio. Las placas
cromatogrédficas estaban cubiertas con una pasta de gel de
silice G (Merck). Como eluentes se usaron combinaciones de
CH,Cl,-MeOH y, como agentes cromogénicos se utilizaron la
luz ultravioleta (UV) de onda corta y onda larga y, la
solucién de cloruro de cobalto al 2 % en acido sulfurico

acuoso al 10 %.

Para la identificacidén de la chaparrina se utilizaron
métodos quimicos y fisicos entre los que se encuentran las
reacciones de identificacién, punto de fusién (pf),
cromatografias comparativas en capa delgada (ccd), métodos
espectroscépicos: espestroscopia de absorcidén en el
ultravioleta (UV), en el infrarrojo (IR), resonancia
magnética nuclear (RMN), rotacién éptica y espectrosocopia de

masas.

El molido del material asf como las determinaciocones del
punto de fusidén y de los métodos espectroscépicos se
realizaron en el Departamento de Quimica del Instituto

Tecnolégico y de Estudios Superiores de Monterrey (ITESM).
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2. Actividad antiamibiana de la chaparrina. Una vez
aigslada la chaparrina se observé su efecto sobre la cinética
de crecimiento de la cepa axénica HM~1:IMSS de Entamoeba
histolytica, propagada en el medio de cultivo TYI-$-33 a 35.5

C seqiin la técnica de Diamond (26).

La chaparrina fué disuelta en el propio medic basal de
cultivo a temperatura de ebullicién para obtener una solucidén
madre (100 pgM de chaparrina), a partir de la que se hicieron
diluciones seriadas de con el mismo medio de cultivo para
obtener las concentraciones de 10, 1.0, y 0.1 uM de
chaparrina. Posteriormente estas soluciones se esterilizaron
por filtracién, utilizando membranas Gelman de un tamano de
poro de 0.2 pm. Volumenes de 10 ml de las soluciocnes
esterilizadas, se almacenaron en tubos de vidrio estériles,
pyrex de 16 X 125 mm con tapén de rosca a 24 "C. En seguida a
cada tubo se le anadié una alicuota de 1 ml de suero de
bovino adicionado de vitaminas y, se incubaron 48 h a 36°C

como prueba de su esterilidad.

Pasada esta prueba se les anadid un inéculo de 104

trofozoitos/ml y se pusieron a incubar a 35.5 C.
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Posteriormente por triplicado, se determiné la densidad
celular de los cultivos con las diferentes concentraciones de
chaparrina utilizando la técnica de exclusién al colorante
vital azul de tripano y con la ayuda de un hematimetro, por
la técnica microscépica de contraste de fases en un

fotomicroscopio Carl Zeiss compuesto.

Simultdneamente se hicieron dos grupos testigo: uno
correspondiente al crecimiento tipico amibiano y otro al
grupo testigo positivo que corresponde a la actividad de

farmacos antiamibianos conocidos.

3. Actividad de la chaparrina sobre cultivos in vitro de
fibroblastog diploides humanos. Primeramente se
establecieron y adaptaron los cultivos de fihroblastos

en las condiciones de nuestro laboratorio:

Cultivos axénicos de fibroblastos diploides humanos
derivados de tejido de pulmén fetal humano, cepa MRC-5 fueron
comprados a la companfia In Vitro S.A. Su propagacién en
nuestro laboratorio se llevé a cabo en el Medio basal de
Eagle diploide suplementado con 10 % de suero fetal de bovino

Y 2.5 ¥ de bicarbonato de sodio gasificado al 4.4 % (27).



19

Los cultivos se establecieron en cajas Falcon con 25 cm®

de superficie con tapén de rosca y se desarrollaron en una

incubadora marca National Appliance Co. a 35.5°C,

Para la resiembra de los cultivos primeramente se retird
en esterilidad de las cajas con ayuda de una pipeta pasteur
el medio de cultivo consumido, Posterjormente se agregaron 5
ml de una solucién de tripsina-verseno (0.05% - 0.05% v/v),

a 36 C para desprender las células de las paredes de la caja.

La solucién de tripsina-verseno se decanté y se afiadio
nuevamente 1 ml de la misma en iguales condiciones, se dejd
por espacio de 15-20 min a 35.5 “C hasta gque se observd al
microscopio (fotomicroscopio invertido, marca Carl Zeiss) el
desprendimiento completo de las células. Posteriormente las
mismas se barrieron suavemente con la misma solucién con

ayuda de una pipeta pasteur y bulbo estériles.

Finalmente se resuspendieron en 3 ml de medio fresco,
mantenido previamente a 36°C y se ddispersaron en forma
homogénea. Se tomdé una pegueiia muestra con una pipeta
pasteur y se contdé con ayuda de un hematimetro el numero de

células de la misma manera como se cuentan los glébulos
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4

blancos y se ajustd el indculo (10 células/ml de medio) de

la resiembra.,

El inéculo se pasé a cajas nuevas y se ajusté a un
volumen de 6 ml con medio fresco, y se agitd suavemente de 20
a 25 veces para homogenizar el cultivo. Es importante senalar
con un ldpiz graso en una de las caras de la caja la fecha de
la siembra y el niumero de generacidén del cultivo. Las cajas
se devolviercon a la incubadora y se revisaron cada 24 h para
detectar cualquier contaminacién; se deshecharon las cajas

contaminadas.

Al momento de la formacién de la primera monocapa se
procede a la resiembra. Con inéculos de 15-20 x 103 células
por caja, se obtuvo la monocapa aproximadamente a las 96 h. A
partir de una caja en confluencia se pueden sembrar dos o
cuatro cajas en tales condiciones lo cual dard lugar a una o

dos generaciones respectivamente.

4. Pruebas de citotoxicidad de la chaparrina sobre
cultivos in vitro de fibroblastos humanos. Para hacer las
pruebas de citotoxicidad se evaluaron los siguientes

pardmetros:
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Observacion morfolégica de las células con ayuda de

un fotomicroscopio invertido marca Carl Zeiss.

Cinética de proliferacién celular. Implica la
elaboracidén de curvas de crecimiento de las células

en presencia de diferentes concentraciones de

chaparrina.

Primeramente se prepar6, una solucién concentrada de
chaparrina (100 uM) disuelta en el mismo medio de
cultivo y, a partir de ella se hicieron diluciones
con el medio de cultivo para obtener las

concentraciones de chaparrina (10, 1, 0.1 uM).

Estas soluciones se esterilizaron haciéndolas pasar
por filtros Millipore HAW con poro de 0.22 um y se
colocaron volimenes de 5 ml en cajas Falcon estériles
de 25 cm® a las cuales posteriormente se les
anadieron suero fetal de bovino al 10 % y la solucién

gasificada de bicarbonato.

Por ultimo se inocularon las células (104/ml) y se
llevaron a la incubadora a 35.5°C. Diariamente se

contaron tres cajas por concentracidén, utilizandoc un

730!
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hematimetro igual a como se cuentan los gldbulos
blancos empleando la técnica de exclusién al

colorante vital azdl de tripano.

A partir de los valores de porciento de inhibicién de
crecimiento de los cultivos obtenidos se calcularon
los valores Probit correspondientes utilizando las
tablas de Finney (28) para determinar la
concentracién inhibitoria 50 (CISO) producida por la
chaparrina sobre los cultivos de fibroblastos y sobre

los cultivos amibianos.

5. Efecto citotéxico y, citostdtico de chaparrina.
La valoracién de la capacidad de recuperacién de los cultivos
después de haber permanecido en contacto con las diferentes
concentraciones de chaparrina por un periodo de tiempo de 72h
sirve para diferenciar si la concentracién del fdrmaco
utilizada en los cultivos fué suficiente para producir un
efecto citotdéxico o uno citostdtico. Una vez gue los cultivos
fueron tratados con el fdrmaco por el perfocdo preestablecido
se les cambia el medio de cultivo con chaparrina por medio de

crecimiento fresco y, se incuban a 35.5°C. Posteriormente se
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hace la observacidén periédicamente al microscopio de los
cultivos y se determina el grado de recuperacién y si son

capaces de llegar a desarrollar una monocapa celular.

Nota: Todas las fotograflas fueron tomadas con ayuda de
una cidmara fotogrdfica adaptada al microscopio marca Carl
Zeiss utilizando la técnica de contraste de fases y un
aumento de 400X para los trofozoltos amiblanocs y de 160X

para los fibroblastos diploides humanos respectivamente.

RESULTADOS .

Se obtuvieron 120 g de el extracto metandlico
directo (E~MeQH-D): 6.0 % de recuperaciodén respecto al peso de

la ralz seca extraida.

Despues de correr la cromatografia en capa delgada
(ccd) en placas de slilica gel-60 del E-MeOH-D en un sistema

CHZClz-MeOH (9:1) v/v se revelaron las siguientes manchas:

Uv. CoCl2 Rf

- café 0.98

- café 0.80
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amarilla = 0.59
azdl - 0.51
gris - 0.42

amarilla - 0.35

amarilla - 0.25
azdl =) 0.19

amarilla - 0.13

Posteriormente se sometidé el E-MeOH-D a una particioén
con dicloruro de metilo-~agua (CH2C12-H20 3:1) en un embudo de
separacién mediante constante agitacién, y se observé la
formacién de una capa que resulté ser insoluble tanto en
CH2012 como en H20 y que slempre se formaba en la interfase,
de un color café claro y de consistencia granulosa; a esta
capa se le dié el nombre de capa intermedia, obtenliéndose
16.0 g de ella (0.8 % de recuperacién respecto al total de la

raliz seca).

La capa Iintermedia (16 g) se corrié en una cromatografia
en columna (CCL en silica gel-60) y se hizo la secuencia

cromatogrdfica de las fraciones obtenidas.
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Fraccién EBluente Observaciones
(de 250 ml c/u)
1-2 Hexano ningun residuo
3-6 Hexano-acetona 9:1 o
7-8 Hexano-acetona 8:2 "
9-11 Hexano-acetona 7:3 »
12-14 Hexano-acetona 6:4 "
15-17 Hexano-acetona 1:1 "
18-40 acetona L
41-65 acetona-MeOH 9:1 precipitado blanco
66-78 acetona~MeCH 8:2 L
79-90 acetona~MeQOH 1:1 J
91~-109 MeOH ninguin residuo

Al aumentar la polaridad del eluente empleza a formarse

un precipitado de color blanco amarillento de consistencia

polvorienta, el cudl se procedié a lavar varias veces con

acetona y, al tomarle una ccd reveld la presencia de un

compuesto con impurezas. Posteriormente, mediante lavados

con MeOH caliente logrd obtenerse puro. Se aislaron 0.100 g

(0.005 % de recuperacidn) de un compuesto de color blanco con
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pf= 278-290°C, Su ccd con CHZCl -MeOH (9:1) v/y revelada

2
con CoCl2 didé una mancha de color amarillo-café con un Rf de
0.60 lgual gue el obtenido con la chaparrina utilizada como

testigo .

Pruebas quimicas:
Pruebas para Simaroubolidanos: Muchos simaroubolidanos dan
coloracién azdl caracterisica al ponerse en contacto con

dcido sulfurico.

Pruebag espectroscdépicas:

La Fig. No. 2 nos muestra el espectro IR obtenido con la
muestra de chaparrina alslada. Se utilizdé un
espectrofotémetro Perkin-Elmer 137, un Beckman 4240 y un
espectrofotémetro infrarrojo dde Transformada y Fourier
Perkin~Elmer, 1710 FTIR. Los espectros se corrieron en fase

sélida en pastilla de KBR.

IR: cm T: 3400(m), 2900(m), 1740(i), 1470(m), 1370(m),

1240(m), 1030(m).

La Fig. No. 3 presenta el espectro NMR obtenido con la
chaparrina aislada en este estudio. S&e utilizdé un aparato

Varian EM 360A de 60 mhz y un HNMR de 400 mhz utilizéndose
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como referncia interna tetrametilsilano y como disolvente

deuterocloroformo.

Se determinaron las propiedades ciltotéxicas de la
chaparrina. La Tabla No. 1 muestra los efectos de este
compuegto y de la emetina~HCl sobre el crecimiento de E.
histolytica HM-1:IMSS, y podemos observar que la chaparrina
resulté tener una buena actividad antiamibiana ip vitro
dentro de el rango de 1-100 gM y que, ademds posee una
potencia relativa similar a la de la emetina (antiamibiano

utilizado en la clinica).

En la fotograffa No. 2 se muestra un cultivo testigo de
trofozoitos de E. histolytica, cepa HM-1:IMSS con 72 h de
incubacién. En la secuencia fotogréfica 3 y 4, se pude
apreclar el efecto antiamibiano (lisis celular) producido por
la chaparrina y la emetina-HCl a la concentracién de 100 uM

respectivamente.

A las concentraciones de 100 uM de los compuestos
probados se puede apreciar una lisis total de los trofozoitos

amibianos y a la de 0.1 uM yva no se observa efecto alguno.
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La Tabla No. 2 presenta la actividad citotéxica de la
chaparrina sobre cultivos de fibroblastos diploides humanos,
cepa MRC-5. Después de probar el mismo rango de concentraciotn
de chaparrina que el empleado con los trofozolitos amibianos
solo fué posible inhibir el crecimiento de los fibroblastos

en un 27 % con la concentracién de 100 uM del compuesto.

La secuencia fotogrdfica No. 5,6 y 7 nos muestran: el
crecimiento del cultivo testigo de los fibroblastos diploides
humanos, cepa MRC~5 a las 72 h de incubacién, el efecto
producido por la chaparrina sobre el crecimiento de
los cultivos a la concentracién de 100 uM, y por dltimo se
observa claramente que sl efecto que produjo la chaparrina a
la mdxima concentracién utilizada a las 72 h fué del tipo
citostdtico ya que el cultivo fué capaz de recuperarse
después de cambiarle el medio con chaparrina de esta
concentracién por medic fresco, los cultivos fueron capaces

de desarrollar su monocapa caracteristica.

La Fig. 4 presenta la determinacién gréfica de la
concentracidén inhibitoria 50 (ICgp) de la chaparrina scobre
los cultivos de E, histolytica y, de los fibroblastos

diploides humanos (28). La IC;, obtenida por la chaparrina
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sobre los trofozoftos ambiancs fué similar a la obtenida con

la emetina~HCl. En cambio, en el caso de los fibroblastos

diploides humanos no fué posible determinarla puesto que, aun

a la maxima concentracion empleada no se alcanzd una

inhibicidén en el crecimiento de los cultivos mayor al 27%.

CONCLUSIONES.

1.

La chaparrina mostré ser un buen agente antiamiblano sobre

los cultivos axénicos de E. histolytica cepa HM-1:IMSS a

las concentraciones de 1-100 uM.

La chaparrina presentd una ICy, similar sobre nuestros
cultivos amibianos que el de farmacos antiamibianos

conocidos.

La chaparrina no inhibié el crecimiento de los cultivos
axénicos de fibroblastos diploides humanos cepa MRC-5, en
mds del 27 % aun & la concentracidén mdxima utilizada (100
LMY .

No se produjo un efecto citotdéxico sobre los fibroblastos,
el efecto producido fué del tipo citostatice, ya que

después de haber estadoc en contacto por 72 h a las
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diferentes concentraciones de chaparrina, los cultivos se

recuperaron y llegaron a formar su monocapa

caracteristica.

Puesto que la chaparrina mostré menos actividad sobre los
fibroblastos que sobre los trofozoitos amibianos, se
puede sugerir que en un futuro podria ser posible

identificar a este gquassinoide como agente antiamibiano.

La presente investigacién muestra gue las pruebas in vitro
pueden aplicarse al estudio de compuestos aislados a
partir de productos naturales para la determinacién de su

actividad biolégica.
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Tabla 1. Actividad de la chaparrina sobre el crecimiento de
cultivos de Entamoeba histolytica, cepa HM-1:IMSS.

Compuesto No. célulgs/ml* Inhibicién valores
(uM) x (107) (%) Probit
0.0 (Testigo) 7.8 + 0.4
Chaparrina
0.1 5.6 + 0.6 27.8 4.40
1.0 4.5 ¥ 0.5 42.6 4.81
10.0 2.5 + 0.3 68.1 5.47
100.0 0.2 £ 0.1 97.0 6.88
Emetina~HCl (control positivo)
0.1 7.3 t 0.6 6.5 3.48
1.0 4.5 £ 0.7 41.8 4.79
100.0 0.0 + 0.0 100.0 7.33

* Promedio de tres tubos t DS (n,3)
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Tabla 2. Actividad citotéxica de la chaparrina sobre el
crecimiento de cultivos de fibroblastos diploides
humanos, cepa MRC-5.

Chaparrina No. célulgs/ml* Inhibicién Valores
(M) x (107) (%) Probit
0.0 (Testigo) 7.1 t 0.8
0.1 6.7 * 0.4 5.0 3.36
1.0 6.4 £ 0.7 9.8 3.71

10.0 6.2 & 0.6 13.0 3.87

100.0 5.3 * 0.5 27.0 4,39

* Promedio de tres tubos

i

DS (n,4)
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