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RESUMEN

Se realizaron curvas Dosis-respuesta para determinar el efecto del
extracto etandlicc obtenido del Agave /Jophantha en un rango de
concentraciones de 1120-18.57 pg/ml y como control positivo se utilizd el
metronidazol en un rango de concentraciones de 0.4-0.05 ug/mi sobre los
trofozoitos de Entamoeba histolytica cepa HM1:IMSS y Trichomonas vaginalis
cepa GT-15 cultivadas en § ml de medio PEPHS con 0.5 ml de suero bovino
(Said Fernandez et a/, 1998) con un inoculo de 20,000 y 100 trofozoitos/mi
respectivamente y la cepa IMSS.0988 de Giardia lamblia se cultivd en 5 ml de
medio TYI-S-33, (Diamond et a/, 1978) 0.5 ml de suero y 0.1 ml de bilis bovinas
con un indcuio de 10,000 trofozoitos/ml incubadas a 36.6°C hasta un tiempo de
72 horas. (Keister, 1983)

Cada concentracion se probé en tres eventos independientes por
triplicado, comparandose contra el crecimientc de las cepas sin la adicidn de las
drogas como control negativo. Finalizado el tiempo de incubacidn se procedid a
contar el nimero de trofozoitos/ml utilizando un hemocitdmetro, graficandose
para obtener la concentracion inhibitoria media (Clso) en el eje de la X el
logaritmo de la concentracion y en el eje de ia Y los valores Probit.

Los resultados demuestran la mayor susceptibilidad de la cepa
IMSS:0989 de Giardia lamblia al extracto etandlico obtenido del Agave
fophantha seguido de la cepa GT-15 de Trichomonas vaginalis, en tres veces
menos susceptible al extracto que Giardia lamblia y la cepa HM1:IMSS de
Entamoeba histolyfica resultd ser la menos susceptible en dos veces a
Trichomonas vaginalis y seis veces a Giardia lamblia al extracto etandlico. Para
el control positivo, la susceptibilidad fue equivalente en Enfamoeba histolytica
cepa HM1:IMSS y Trichomonas vaginalis cepa GT-15 y la menor susceptibilidad
la presentd la cepa IMSS:0988 de Giardia famblia.
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LISTA DE ABREVIATURAS

Clso Concentracién Inhibitoria Media
g gramos

mg miligramos

Mg microgramos

h horas

min minutos

L litros

ml mililitros

Lb libras

°C grados centigrados

pH potencial de hidrogenos
PBS solucion salina isotdnica
EHP extracto de higado pancreas

mOsm miliosmoles
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1. INTRODUCCION

Aunque la terapéutica actual sobre las parasitosis cuenta con diversos
medicamentos para combatir estas enfermedades, ninguno esta exento de
producir efectos toxicos indeseables en el humano. (Rollo, 1970)

El hombre de épocas pasadas, mediante cuidadosas observaciones
registro los efectos de las plantas medicinales heredando a la humanidad un
tesoro invaluable que constituye ia hipdtesis etnobotanica. Ei conocimiento
herbolarioc de [a medicina tradicional que posee la poblacidn puede ser
compatible con la medicina oficial si se compagina con una adecuada
investigacion cientifica. La seleccidén de una planta basada en su uso
etnomédico es un criterio importante, ademas de un factor predictivo,
utiizado en la identificacion de nuevos agentes antiinfectivos. Al
introducirnos en la busqueda de nuevos recursos terapéuticos de origen
vegetal debemos apoyarnos en esta hipotesis etnobotanica, que es un
cumulo de experiencias legadas de nuestros antepasados, ofreciéndonos un
futuro prometedor en el campo médico. (Greulach, 1970)

En México existe la costumbre de utilizar plantas para solucionar
problemas de salud, ademas la flora en nuestro pais es unica ya que todos
los biomas descritos en la superficie de este planeta estan representados en
sus 2 millones de Km? de extension territorial, los cuales contienen un
terreno accidentado con una complicada topografia que origina un mosaico
climatico que redunda en una gran variedad floristica. (Rzedowski, 1994)

De las 3,000 especies de plantas medicinales reportadas, Ferraro-
Gonzalez en 1988 asegura que 300 se desarrollan en la regidn noreste de
Méexico y de ellas 10% se han estudiado cientificamente. (Ferraro-Gonzalez,
Broussalis, 1988)

La organizacidn mundial de la salud estima que el 80 % de la gente
que vive en paises en desarrollo utilizan casi exclusivamente la medicina
tradicional. Esto indica que 3,300 millones de personas usan plantas
medicinales. En 1984 el 25 % de las drogas prescritas utilizadas en Estados
Unidos y Canada fueron derivados de productos naturales. (Eloff, 1998)



Dentro de la diversidad de plantas mexicanas mencionadas tenemos
fa familia Agavaceae de la cual se tienen antecedentes de su usc en
medicina tradicional desde épocas prehispanicas, por lo que se eligid Agave
lophantha, para la evaluacion de su actividad biolégica /n vitro. La familia
Agavaceae tiene cerca de 140 especies nativas de América. Los Agaves se
incluyen en el matorral xeréfilo que es el mas vasto de todos los tipos de
vegetacion en México ya que ocupa el 40% de la superficie territorial, crecen
en la regidén noreste conformando el paisaje caracteristico de las zonas
semidesérticas. (Rzedowski, 1994)

Las pruebas in vitro representan una etapa importante al estudio
farmacologico de nuevos medicamentos previos a las pruebas In vivo; ya
que estas pruebas son relativamente méas econdmicas, se pueden efectuar
en un periodo mas corto de tiempo y son altamente sensibles. Ademas, si
tomamos en cuenta que en el estudio de principios naturales extraidos a
partir de plantas 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 que ofrecen un
micrométodo, a partir del 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 /n vivo. (Hsu, 1877)



2. ANTECEDENTES

2.1 ANTECEDENTES DEL Agave lophantha

El nombre de “Agave” fue otorgado por Linneo a fines del siglo XVIll y
proviene del griego y significa “admirable”. E! periodo generativo de la
progenie sexual es de 8 a 25 afos. Las Agaves son plantas que florecen a
los 10-20 anos y antes de morir producen nuevas plantas en forma
vegetativa. Se cree que por eso han perdurado por siglos en este planeta.
(Howard, Darrow, 1990)

La diseminacién de estas plantas la ejecutan también los insectos
polinizadores. La evolucion de los Agaves enfatiza que sus especies se
componen de poblaciones. Los hibridos son muy comunes de generarse
entre estas plantas y suceden no solo entre especies sinc entre géneros.
Entre los Agaves hay especies diploides y poliploides y clones que cambian
sus cariotipos. Las variaciones se expresan fenotipicamente en células,
drganos, habitos y fisiologias en desconcertantes secuencias a través del
género. La reproduccion vegetativa en plantas o por raices tiene la ventaja
sobre la reproduccién por semilla que no altera las caracteristicas genéticas
de la nueva planta. Ademas lievan a cabo el metabolismo acido crasulaceo,
lo que les permite ahorrar agua ya que capturan el CO,, solo de noche para
no perderla por apertura de estomas durante el dia, cuando la temperatura
es alta y la atmésfera seca. (Romo de Vivar, 1989)

2.1.1 DESCRIPCION DEL Agave lophantha

Planta pequena radiada, rosetas simples o surculosas, de 30-60 x 50-
100 cm. las maduras algunas veces con tallos visibles: hojas numerosas,
generalmente de 30-70 x 3-5 cm, espatuladas, verde brillante a verde
amarillentas, con o sin una tinea media palida, lineal ¢ lanceolada, mas bien
delgada, flexible algo gruesa hacia la base y redondeada abajo, plana a
concava arriba; margenes cérneos, ondulados a crenados, los dientes
simples u ccasionalmente dobles scbre anchas y cortas mamilas, rectos o
ligeramente encorvados, delgados, la mayoria de 4-8 mm de largo y 1-2 cm
de distancia entre ellos. Espinas pequefas de 1-2 cm de longitud,



subuladas, café oscuro a gris, aplanada cerca de la base: inflorescencia
espigada de 3-4.5 m de alto, delgada, con flores en la mitad superior del
escapo, flores solas o en pares sobre pedicelos simples o dicotédmicos, de
5-10 mm de largo, o en grupos de 3-7 sobre pedunculos laterales cortos.
Flores glaucas brillantes, gris a verde amariliento, de 35-47 mm de longitud;
ovario fusiforme, de 18-22 mm largo con cuello corto o largo (5-7 mm) y
constricto; tubo corto, abierto, de 2-4 mm de longitud x 8-10 mm de ancho;
tepalos desiguales, erectos a ascendentes de, 14-20 mm de longitud,
persistiendo erecto alrededor de los filamentos: filamentos de 30-45 mm de
largo, verdosos o lavanda, extendidos, insertados al nivel de los tepalos
internos sobre el margen del tubo; anteras de 15-20 mm largo, amarillo
palido; fruto oblongo de 18-24 x 10-12 mm u orbiculares de 15-20 x 12-18
mm sesiles o sobre un estipe delgado corto (2-3 mm). semillas
semicirculares, de 5-6 x 3-4 mm, las caras con crestas onduladas, los bordes
con margenes levantados (Fotografia N° 1). (Gentry, 1982)

b i o taie b N

Fotografla N°® 1. Agave loantha

2.1.2 AFINIDADES
Agave lophantha tiene varios parientes cercanos. Se distingue de A.
lechuguifla por sus hojas méas planas con bordes firmes sinuosos a
ondulados, usualmente los margenes presentan mamilas con por lo menos
un juego doble de dientes. A. xylonacantha, es una planta mas tosca con
relativamente pocas hojas, los margenes altamente dentados y con dientes



flexibles de diferente longitud. Algunas formas de A. fophantha con hoja
ancha tienen margenes crenados con dientes grandes que se parecen
mucho a A. xylonacantha y de hecho pueden ser indistinguibles. Los dientes
de A. lophantha son consistentemente mas delgados y mas cercanos gue en
A. lechuguilla y A. xylonacantha y se parece mas a los dientes finos del
margen recto de A. funkiana. Estos cuatro taxa forman un complejo
cercanamente relacionado.

Todos ellos tienen formas de la hoja con centro ancho pélido estriado,
perc no estan constantemente presentes en ninguno de ellos. Algunas
poblaciones de A. /ophantha muestran habitos principalmente simples,
mientras las otras crecen en grupos, todas desarrolian tallos aparentes.
{Gentry, 1982)

2.1.3 DISTRIBUCION Y HABITAT

La distribucién natural de Agave lophantha se extiende desde el
sureste de Texas hacia el sur en México a lo largo de la costa hasta el centro
de Veracruz. Es frecuente sobre piedra caliza, asi como en los precipicios y
ios afloramientos rocosos, donde los bosques tropicales no son demasiado
densos y pueden proporcionar la luz del sol adecuada para estas plantas, se
encuentran en elevaciones de 30 -1,500 m de altitud.

A. lophantha ha crecido bien en los Jardines Botanicos del suroeste
de Estados Unidos. Algunas de las formas tropicales pueden ser sensibles a
la escarcha, pero en el Desert Botanical Garden se tienen plantas colectadas
de San Luis Potosi y de otras partes que han sobrevivido a la escarcha y (-
7°C} sin dafo. (Gentry, 1982)

2.1.4 CLASIFICACION TAXONOMICA (Gentry, 1982, Dahlgren ef a/, 1985.)
Agave lophantha Schiede, Linnea 4:582, 1829. kunth, Ennum. Plantarum
5:838,1850.

Agave univittata Haw., Phil. Mag. 10:415, 1831

Agave heteracantha Zucc., Act. Acad. Caes. Leop. Carol. 16(2). 675, 18337
Agave vittata Regel, Gartenflora 7:312, 1858.

Agave mezortiflo Hort,



Reino; Plantae
Division: Spermatophyta
Clase: Angiospermae
Subctlase: Monocotiledoneae
Orden: Asparagales
Familia: Agavaceae
Subfamilia: Agavoideae
Tribu: Agaveae
Género: Agave
Subgénero: Littaea
Seccién: marginatae
Especie: lophanta

2.1.5 COMPOSICION QUIMICA

Los componentes de estas plantas varian en contenido quimico con
la edad, época de recolecta, ubicacidbn geoldgica, clima etc. Sus
carbohidratos no estructurales aumentan en concentracion en los meses de
lluvia y decrecen en meses secos cuando se requieren para mantener la
respiracion. Se ha reportado entre su contenido quimico la presencia de
esteroles, terpencs, vitaminas y saponinas en sus hojas. (Wall et al, 1957)

La quimica de la hoja de los Agaves es compleja y solamente unos
pocos de los constituyentes de la hoja se han identificado. (Pennington,
1968. Bye ef al, 1975)

Su contenido lipidico ha sido investigado y los acidos grasos
encontrados son el oléico y linoleico, contenidos en mayor proporcion en las
semiilas. (Howard, Darrow, 1990)

Las sapogeninas son compuestos elementales de los que pueden
sintetizarse cortisona y {as quimicamente relacionadas hormonas sexuales.
Basandose en el analisis del U.S Departament of Agriculture (USDA), A.
lophantha tiene de 0-1.5% de sapogeninas, (Wall ef al 1957) las substancias
presentes en las hojas causantes de la dermatitis en el humano. (Garcia-
Mendoza, 1998) En el fruto es donde se ha encontrado un mayor contenido
de saponinas. La manogenina se ha aislado de 18 especies de Agaves. La
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hecogenina se ha encontrado en 16 diferentes especies de Agaves nativos
de México. La hecogenina, una de las sapogeninas, que aparece los Agaves
de fibra, se ha extraido y usado en la fabricacion de drogas esteroides, (Wall
et al 1957) la esmilogenina esta presente en Agave lophantha de 0.5 a 5%,
(Romo de Vivar, 1589)

2.1.6 USOS EN MEDICINA TRADICIONAL

Los Agaves se han utilizado desde la época prehispanica como
alimento, bebida, construcciéon, produccion de fibras y medicina. Las hojas
de varias especies, o ¢l jugo de la hoja, todavia se usa ampliamente en
México como jabdn. (Garcia-Mendoza, 19S8)

El uso terapéutico de estas plantas en México es muitiple ya que se
ha utilizado contra el cancer, diabetes, mordeduras de serpientes, espasmos
estomacales, calentura, golpes, heridas, depurativo de la sangre y como
diurético. (Mendieta, 1981)

En la India se utiliza el jugo de fa hoja como antisifilitico, las raices
como antiescorbdtico y la goma de la hoja contra el dolor de cabeza. En
Africa se ha utilizado contra el reumatismo, como diurético, purgative y
emenagogo. Ademas el jugo de la hoja se ha utilizado en papel de pared
contra las termitas. (Mitchell, 1862)

Como ensilaje las hojas se han encontrado adecuadas para el
ganado. El jugo es rico en azucares y cuando se tratan adecuadamente
puede emplearse en bebidas refrescantes. Una forma pasteurizada del jugo,
"ta miel del maguey", se ha exportade a los Estados Unidos. Una forma del
jugo lleva azucar fructosa que es aceptable a los diabéticos y puede, por
consiguiente, tener posibilidades de formula como un alimento saludable
para los diabéticos. (Marroquin A. Sanchez, 1966)

Los indigenas usaron las hojas, como cataplasmas para las
comezones, llagas, moretones y heridas. Pennington y Bye reportaron que
varios Agaves son empleados por los indigenas Tarahumaras como venenos
de peces. (Pennington, 1958. Bye ef al, 1975)

Los Tlaxcaltecas usaban los extremos secos de las hojas del maguey
como combustible para cocinar, entre los indios del surceste de Estados
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Unidos las hojas se ha usado como cataplasmas para el reumatismo y el
lumbago. (Felger ef af 1970)

En Agaves aungue hay antecedentes empiricos de su papel
antifiingico poco se ha investigado cientificamente (Wall ef af 1957)

2.2 ANTECEDENTES DE Entamoeba histolytica

2.2.1 DEFINICION E IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA.

La amibiasis es una infeccion parasitaria ocasionada por E. histolytica.
(OMS, 1997) La infeccidn es de distribucién universal, pero la mayor
incidencia ocurre en las comunidades pobres y con mal saneamiento
ambiental. La infeccion es endémica y ocurre tanto en los paises
desarrollados de clima templado ¢ frio, como en los paises tropicales en vias
de desarrolio, sin embargo, es mas frecuente en estos Ultimos. La incidencia
mundial de la amibiasis ha sido estimada en 12 %, (Martinez-Palomo, 1989)
hay regiones que presentan tasas de prevalencia elevadas, por ejemplo
México, donde un estudio seroepidemiolégico reciente mostré un 8.4% de
prevalencia en todo el pais. (Caballero-Salcedo et al, 1994)

A nivel mundial, la amibiasis esta catalogada como la tercera
parasitosis causante de muerte. Alrededor de 10 a 20% de la poblacion
mundial se considera infectada y el 10% de esta poblacion sufre de esta
enfermedad, con una letalidad que oscila entre el 0.1 y 0.25% (en numeros:
500 millones de enfermos y entre 40 y 110 mil muertes). {Walsh, 1986)

La amibiasis intestinal afecta y es mas letal en los extremos de la
vida, mientras que el absceso hepatico es mas frecuente en varones entre
30 y 45 anios, v se asocia con una alta mortalidad. (Carranda-Bravo, 1989)



2.2.2 CLASIFICACION TAXONOMICA (Carliss et al, 1969) {Levine et al,
1980):

Reino: Protista
Subreino: Protozoa
Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Sarccdina
Superciase: Rhizopoda
Clase:Lobosea
Subclase:Gymnamoebida
Orden: Amoebida
Suborden: Acantophodina
Familia: Endamoebidae
Genero: Entarmoeba
Especie: hisfolytica

2.2.3 CICLO DE VIDA

La E. histolytica se define morfologicamente como un eucariote
unicelular con trofozoitos uninucleados de 20 a 40 um de diametro y quistes
de 10 a 16 um, teniendo 4 nucleos. La infeccién se adquiere por la ingestidn
del quiste maduro, que es resistente a los jugos gastricos. El
desenquistamiento ocurre en el intestino delgado. Del quiste sale una ameba
tetranucieada que multiplica sus nucleos para formar una ameba de 8
nucleos. Posteriormente esta se fragmenta en 8 peguefias amebas,
llamadas amébulas metaquisticas. Estas se transforman en los trofozoitos
que finalmente se establecen en el colon, donde se alimentan de bacterias y
restos celulares. {Reed, Ravdin, 1995)

224 TRATAMIENTO
La respuesta clinica a Ila amibiasis es sumamente variable segun ia
localizacion e intensidad de la infeccion y aunque la terapéutica moderna es
de elevada proporcion de curaciones, en caso de exposicion continua e
infecciones bacterianas secundarias, en una region de amibiasis endémica,
son muy pocas las probabilidades de cura permanente. (Goth, 1975)



En primer lugar se da tratamiento médico a los enfermos agudos de
amibiasis intestinal, enfermedad diarrea aguda y disentérica (10% del total
de cuadros de gastroenteritis 0 enfermedad diarrea aguda). E! tratamiento se
prescribe basandose en el diagnostico y al criterio clinico del medico
tratante, sobre todo si se dispone de laboratorio y hay leucocitos sugestivos
en moco fecal o se tiene el hallazgo de E. histolytica en trofozoito
(diferenciado con micrémetro ocular).

En segundo lugar también se piensa que por salud publica es
recomendable dar iratamiento medico a los convalecientes de enfermedad
amibiana aguda, que se sabe son importante factor de excrecion de quistes
infectantes de E. histolytica y que podemos suponer son francamente
patdgenos.

" Entercer lugar se piensa que deben tratarse los portadores sanos que
se comprueben excretan quistes de E. histolytica (descartando con
micrémetro E. hartmanni) o los adultos con enfermedad amibiana crénica y
que son manejadores de alimentos (en expendios publicos o puericultores
en guarderias o casas de cuna, o0 madres que cuidan a sus pequernos hijos).
(Gutiérrez, 1991)

Sin embargo considerando que el 90% de los infectados son
portadores sanos, no enfermos y gue siendo este un problema de saiud
predominante del tercer mundo, seria econdmicamente imposible,
incosteable e ilogico intentar dar tratamiento a los 500 miliones de
portadores de E histolytica (ademdas estos suelen ser en su evolucion
intermitente o pueden dejar de ser portadores sin tratamiento especifico).
Ahora, si contemplamos la posible sobreestimacidn y la falta de
discriminacion en el laboratorio de E. hartmanni, el problema es mas grave
aun. Esto se vuelve de importancia capital ya que el examen
coproparasitoscopico es de los mas rutinarios y fundamental para conocer el
estado general de salud de un individuo en la evaluacién clinica.

El tratamiento de amibiasis intestinal es fundamentaimente
farmacolégico, basado en medicamentos que pueden subdividirse en tres
grandes grupos:
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a) Los que actian en el lumen intestinal, como las quinocleinas, la
diloxanida, el sulfato de paromicina y, recientemente, las quinfamidas.

b) Los amebicidas tisulares, como la emetina, dehidroemetina y la
cloroquina.

c) Los que actuan en ambos niveles, como el metronidazol y sus derivados.

(Webster, 1990)

La respuesta al tratamiento farmacoldgico es adecuada en mas del 50%
de los casos a dosis terapéuticas. (Webster, 1990)

Ei tratamiento de la amebiasis cdlica, disentérica e invasora debe
seguirse secuencialmente frente a los trofozoitos con amebicidas tisulares, y
luego, de forma obligada, frente a los quistes localizados en el colon con los
amebicidas de contacto. Los medicamentos tisulares mas eficaces son los 5-
nitroimidazoles, y entre ellos el metronidazol, el omidazol, el tinidazol y el
secnidazol, el mas utilizado es el metronidazol, a razén de 750 mg por via
oral cada ocho horas durante diez dias en personas de més de 60 kg y 500
mg/8 horas en los de menor peso. Se puede administrar por via intravenocsa
en los casos mas graves. El metronidazol esta contraindicado en caso de
hipersensibilidad, en el primer trimestre del embarazo, durante la lactancia y
si existe alcoholismo; su administracion debe interrumpirse si se detectan
neuropatias periféricas, ataxia o alteraciones del sistema nervioso central.
Se deben vigilar los tratamientos con warfarina. La ingestiéon de alcohol debe
evitarse con los imidazoles por el efecto antabus, asi como la leche y sus
derivados por la atelectasia asociada. A los pacientes con historia previa de
discrasia sanguinea se les tienen que efectuar recuentos periddicos de las
series hematicas. Este medicamento tifie la orina de color oscuro, produce
sabor metalico y en animales se ha demostrado su potencial carcinogénico,

aungue no se ha probado en el humano. (Khaw, Panosian, 1995)
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2.3 ANTECEDENTES DE Trichomonas vaginalis

Aunque no amenaza la vida, la tricomoniasis es un problema mayor
de salud, sobre todo en mujeres. Es transmitida sexualmente y tiene una
incidencia mundial muy alta. Deben hacerse esfuerzos para identificar este
patdgeno en todos los casos sospechosos. El método mas sensible para
detectar 7. vaginalis, es utilizando a los anticuerpos monoclonales
fluorescentes y hacer posible el diagnostico de una infeccidon con alta
sensibilidad y especificicifidad y tratar al paciente en la misma visita. El
tratamiento es eficaz, acercandose a un 100% en la tasa de éxito cuando
también se trata a los consortes sexuales. Sélo con intentos agresivos de
diagnostico y tratamientc de esta enfermedad se puede parar su
diseminacion. {Obstet Gynecol 74.536, 1989)

2.3.1 MICROBIOLOGIA Y EPIDEMICLOGIA

Hay sélo tres especies de tricomonadas que infectan a los seres
humanos, 'y son extremadamente sitio-especificos. (Honigberg, 1978)
Trichomonas tenax s6lo vive en la cavidad oral, Pentatrichomonas hominis
solamente en el tracto intestinal y 7. vaginalis solamente en el tracto inferior
genito-urinario. Solamente 7. vaginalis es considerado patégeno, (Thomason
ef al, 1984) los seres humanos son su hospedero natural.

Trichomonas vaginalis es un flagelado unicelular, aproximadamente
de 20 x 14 um, que generalmente aparece piriforme debido a las
caracteristicas del movimiento ameboide, aunque también puede parecer
ovoide. Es un parasito extracelular, el organismo tiene cuairo flagelos
anteriores y un quinto flagelo posterior que se extienden a lo largo del cuerpo
del parasito. Todos estan involucrados en la locomocion. Trichomonas
vaginalis es un anaerobio esfricto. No se puede multiplicar excepto bajo
condiciones anaerdbicas.

El parasito existe sdlo forma de trofozoito. No puede formar quiste.
Ingiere bacterias, levaduras y eritrocitos por fagocitosis y puede transportar
moléculas pequefias cruzando por la membrana de la célula gque tiene
receptores para muchas proteinas del plasma y lipoproteinas necesarias
para su crecimiento. (Honigberg, 1978)
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La tricomoniasis es considerada la enfermedad no viral sexualmente
transmitida mas comdn. (MclLellan ef a/, 1982) Mundialmente, Ia
Organizacién Mundial de la Salud estima que 180 millones de personas son
infectadas anualmente. (Krieger, 1981) Infecta a ambos, hombres y mujeres.

En los Estados Unidos, no existe la incidencia exacta porque la
enfermedad no se reporta a las autoridades de la salud. Usando una
estimacion conservadora de un 5% de predominio en la poblacién general,
basada en varios informes, por lo menos se infectan 6 millones de mujeres y
sus consortes anualmente en los Estados Unidos. (Thomason et a/, 1984)

En mujeres en edad reproductiva, Trichomonas vaginalis es
secundado solamente por la vaginosis bacteriana como una causa de
vaginitis. La incidencia de la tricomoniasis en este grupo varia de 2% en €l
sector privado a 56% de pacientes atendidos de enfermedades clinicas
sexuaimente transmitidas. En el estudio de un hospital en el interior de la
ciudad en Milwake, 42% de los pacientes asintomaticos tenian 7. Vaginalis.
{Thomason ef al, 1988) La edad media (+ SD) de los pacientes con
tricomoniasis era 20.9+ 7.2 afos, con edad promedio de 17. El pico de
incidencia esta reportado entre edades de 16-35, con ninguna variacion
estacional. (Charles, 1980) La incidencia mas alta esta en adolescentes con

compareros sexuales muitiples.

2.3.2 CLASIFICACION TAXONOMICA (Levine et a/, 1980):

Reino: Protista
Subreino: Protozoa
Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophorea
Superorden: Parabasalidea
Orden: Trichomonadida
Familia: Trichomonadidae
Genero: Trichomonas

Especie: vaginalis
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2.3.3 TRATAMIENTO

La tricomoniasis no debe ignorarse aun cuando el paciente no tenga
ningdn sintoma. El tratamiento es necesario para prevenir la transmision a
parejas sexuales y evitar problemas mas tarde. Las unicas drogas que han
demostrado ser eficaces son los 5-nitroimidazoles. Entre estos se incluye al
metronidazol, ornidazol y tinidazol, con las dos ultimas drogas solamente
disponibles en Europa. Si en la pareja ambos son tratados, las proporciones
de curacién se acercan al 100%. (Lossick, 1982)

Una sola dosis de 2 g y un régimen mas extendido de 5 y 7 dias de
250 mg tres veces al dia, han sido efectivas ambas. (Lossick, 1982) A causa
de las complicaciones en pacientes con terapia de una sola dosis que es
mas alta, este régimen es preferido clinicamente, perc la terapia extendida
puede ser mas efectiva. Debido a que es dificil detectar 7. vaginalis en
varones asintomaticos, la prueba de curacidn en varones es inestable. A
causa de que la pareja femenina se vuelve a reinfectar, el consorte
masculino debe ser vuelto a tratar.

La mayoria de las cepas de T. vaginalis son altamente susceptibles al
metronidazol, pero se han aislado cepas resistentes. La resistencia es
considerada como un evento raro. (Meingasser, Thurner, 1979) La mayoria
de los fracasos del tratamiento son el resultado de la reinfeccién del
companero no tratado o represeniar pocas complicaciones al tomar el
medicamento.

No hay actualmente ningin lineamiento en la direccidén del manejo
terapéutico de la tricomoniasis refractaria. (Lossick et a/, 1986) Pacientes
con quienes fracasa una sola dosis de 2 g deben ser fratados con terapia
extendida. Aqué!l régimen que fracasa de 7-10 dias de 250 mg ires veces
pueden tratarse con dosis mas altas por periodos extendidos. Lossick ef af
(Lossick et al, 1986) tratd con éxito los casos refractarios tratados con arriba
de 1 g administrado oralmente tres veces al dia durante 14 dias e incluso
agregd 500 mg/dia intravaginalmente para este régimen, aungue no hay
ninguna evidencia que esto sea esencial. La mayoria de los pacientes
tratados con tales dosis altas de metronidazol experimentan nausea

significante y un sabor metalico. Las sensaciones cambian como ligero dolor
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de cabeza y la cefalgia también son comunes. Un paciente sufrié neuropatia
inestable. Una alternativa de alta dosis de metronidazol en casos refractarios
es otro compuesto 5-nitroimidazol conocido como tinidazol. Aunque existe ia
resistencia cruzada, hay datos que sugieren que esta droga puede ser
efectiva. (Meingasser, Thumer, 1979) Desgraciadamente, estas drogas no
estan actualmente disponibles en México. Claramente, en cualquier decisidon
para el tratamiento con dosis diarias de metronidazol que excede 3 g, los
riesgos deben ser considerados. No hay ventajas por usar metronidazol
intravenoso excepto en pacientes incapaces de tolerar la droga por boca.
(Lossick et al, 1986)

El metronidazol rapidamente cruza la placent% y los niveles fetales
igualan a los de la madre. (Amon, Amon, 1980) La droga ha demostrado ser
carcinogénica en ratas y ratones, pero no en hamsters, cuando se dio en
altas dosis por periodo extendidos. Generalmente, el metronidazol no se da
durante el primer trimestre debido al posible efectos teratogénicos, aunque
ésta no se ha reportadc todavia en seres humanos.

Otros medicamentos pueden usarse para aliviar los sintomas. El
clofrimazol, un imidazol fuera del grupo 5-nitro, elimina sintomas pero no
erradican la infeccién tan eficazmente como el metronidazol. (Lossick, 1982)
Se muere T. vaginalis después de 48 horas de exposicidn a 100 ug/ml in
vitro, pero una crema intravaginal de 100 mg cura sélo del 48-66% de los
pacientes cuando la curacién es determinada por un cultivo. (Schnell, 1974)

Aunque este medicamento es menos efectivo [ejos del metronidazol
oral, puede jugar un papel relevando sintomas en casos refractarios al
metronidazol y en el primer trimestre de embarazo. {Rein, Muller, 1584)
Otros medicamentos también se han evaluado. Sulfanilamida-aminacrina-
alantoina mostraron no ser mejor que el placebo. (Rein, Muller, 1284} Ha
habido informes de curacidn por lavado con varios quimicos disefiados para
acidificar la vagina; aunque éstos medios podrian relevar incomodidad por la
baja en los numeros de protozoarios, generalmente no eliminan el organismo
completamente. (Lossick, 1982) Optimamente, el paciente debe ser
aconsejado de no ducharse durante 2 dias antes de su examen porgque
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ducharse bajaria el numerc de organismos viables, haciéndo mas dificil la

deteccién de los tricomonadas. (Kean et al, 1954)

2.4 ANTECEDENTES DE Giardia lamblia

Giardia Ilambfia es potenciaimente patdégeno para el humano,
considerando que este protozoario aparece frecuentemente con la ausencia
de sintomas, y a veces es capaz de causar un leve sindrome intestinal
autolimitado, y mas aun raramente es responsable de una enfermedad seria.
En el pasado la opinion de prevalencia meédica fue que Giardia lamblia era
parasito comensal de humanos y que su habilidad para causar enfermedad
era cuestionable porque {Monat et al 1946) Giardia actualmente es de los
parasitos intestinales mas frecuentemente identificados en laboratorios de
salud publica en los Estados Unidos (Intestinal parasities ranging far afield in
the USA) y el Reino Unido. (Communicable Disease Wekly Reportes)

2.4.1 CICLO DE VIDA

El ciclo de vida en humanos incluye una forma de trofozoito y de
quiste. El habitat usual de los trofozoitos flagelados binucleados es el
epitelio en borde de cepillo del segundo tercio superior del intestino delgado
(duocdeno y yeyuno) donde los organismos atacan por un disco ventral
adhesivo; alli los parasitos se reproducen por fision binaria.

Algunas de las formas vegetativas destacan del borde de cepillo por
razones desconocidas y entre el arroyo fecal. En el intestino delgado
comienza el enquistamiento, (lwanczuck, 1968) con el trofozoito redondeado
y elaborando una pared quistica; el quiste resultante es excretado con las
heces.

Como los quistes de éstos organismos sobreviven al pasar fuera del
hospedero, y los nuevos hospederos adquieren la infeccidén por ingerir estos
quistes.

Cada uno de los dos nucleos en el quiste sufre una sola division, asi
que el quiste maduro contiene cuatro nucleos. En el momento del
desenquistamiento un trofozoito cuadrinucleado en los procesos de fa
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division surgen de la pared quistica, (Bingham, et al 1979) y répidamente
completa el proceso de la division, produciendo dos trofozoitos binucleados.

A veces la transicion en el intestino de trofozoito a quiste no ocurre.
Esto puede pasar, por gjemplo, en instancias de intenso transito intestinal
donde no esta disponible el tiempo suficiente para formar el quiste. Las
muestran diarreicas de pacientes con giardiasis son de este modo
particularmente probables que contengan trofozoitos. La transformacion de
trofozoito a quiste aparentemente nunca ocurre fuera del hospedero; mas
bien, los trofozoitos excretados son desintegrados.

Los quistes de Giardia lamblia son resistentes a la destruccion en
soluciones hipotonicas tales como el agua. La longitud de su supervivencia
en agua varia grandemente, dependiendo a la temperatura. Por gjemplo, a
8°C los quistes de Giardia sobreviven por mas de 2 meses, mientras que a
21°C y 37°C sobreviven cerca del mes y cuatro dias respectivamente.
(Bingham, Meyer, 1979)

2.4.2 DISTRIBUCION

Los organismos dentro del genero Giardia, se han reportado como
habitantes intestinales de una variedad de mamiferos, aves, repfiles, anfibios
y peces 0seos, deben ser considerados entre los protozoarios parasitos de
presencia intestinal mas amplia. (Kulda, Nohynkova, 1978)

Las infecciones humanas con este organismo aparecen en el mundo
endémicamente y han sido reportado de los Trépicos (Dancinger, Ldpez,
1975) al Artico. (Babbott et a/, 1961) En resumen del promedio de
prevalencia generalmente va de 1.1 a 12.5 %, aunque se encontraron
porcentajes mas altos en algunas localidades. (Petersen, 1972) La
prevalencia fue mas alta en los Tropicos y subtrdpicos, probablemente
reflejando los bajos estandares higiénicos en estas areas.

En el mundo la prevalencia de infeccion endémica de Giardia lamblia
se ha encontrado siendo mas alta entre los bebes y nifics (Meuwissen et af,
1977), y esto puede relacionarse 1) inversamente en estandares higiénicos
disminuidos en grupos socioecondomicos bajos y 2) al hecho que este grupo
no ha sido previamente infectado e inmunoldgicamente estimulado por estos
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organismos. Esta infecciébn se encuentra frecuentemente en instituciones
para nifics. (Black et a/, 1977)

2.4.3 ASPECTOS CLINICOS

A la luz de numerosos reportes de estudios que involucran humanos
(Duncombe et al, 1978) y animales, (Roberts-Thomson et al, 1976) en
ambos se mantiene la duda de que los organismos de Giardia sean
considerados patégenos potenciales.

La giardiasis sintomatica puede presentarse con una variedad de
signos y sintomas, que incluyen el dolor epigastrico, diarreas o perdidas de
liquidos, calambres abdominales, malestar, perdida de peso, y esteatorrea.
En el mas severo de los casos, mala absorcion (Ridley, Ridley, 1976), y
puede ocurrir el sindrome de dolor intestinal y crecimiento retardado.
(Burke, 1975)

La giardiasis asintomatica parece presentarse mas frecuentemente, y
puede ser epidemiolégicamente mas significativa, que Ia giardiasis
sintomatica. Individuos con infecciones asintomaticas por Giardia lamblia son
detectados probablemente muy poco o al intentar el tratamiento como en
aquellos con infeccidon sintomatica y, por consiguiente, servir probablemente
mas como portadores ¢ diseminadores de la enfermedad. Ei portador de
Giardia puede excretar quistes por meses o afos. (Dancinger, Lopez 1975)

2.4.4 CLASIFICACION TAXONOMICA (Levine et al, 1980):
Reino: Protista

Subreino: Protozoa
Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Mastigophora
Ciase: Zoomastigophorea
Orden: Diplomonadida
Suborden: Diplomonadina
Familia: Hexamitidae
Genero: Giardia
Especie: lamblia
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2.4.5 CONSIDERACIONES TERAPEUTICAS.

Existe alguna controversia con respecto a las opciones de drogas
para tratar la giardiasis. Actuaimente en EE.UU, la quinacrina es la droga
mas ampliamente prescrita, (Drugs for parasitic infections, 1978) aunque
también se prescriben metronidazol y la furazolidina.

Ambos, quinacrina y metronidazol se han reportado por causar
efectos adversos. La administracidon de quinacrina es frecuentemente
acompafada por vértigo, dolor de cabeza y vomito; reacciones psicoticas y
el manchando azul o amarillo de la piel, aunque frecuente, no son
reacciones adversas importantes. (Drugs for parasitic infections, 1978) La
ingestion frecuente del metronidazol produce nausea y dolor de cabeza,
ocasionalmente vomito y diarrea. Ademas, desde que esta droga se informd
ser carcinogénica, teratogénica y mutagénica en, sujetos de prueba no
humanos, (Rustia, Shubik, 1972) se contraindica para el tratamiento de
mujeres embarazadas; (Drugs for parasitic infections, 1978) sin embargo,
mantiene un método de tratamiento alternativo para un porcentaje
relativamente pequerno de pacientes sin embarazo que no son curados por la
quinacrina.

La furazolidina es el Unico agente antigiardial disponible en los
Estados Unidos en una suspension; es particularmente util para tratar a los
nifos pequenos. (Wolfe, 1978) Sin embargo, su eficacia para erradicar la
giardiasis -cerca del 80%- realmente no es tan grande como el de la
quinacrina o el metronidazol.

El tinidazol, un nitroimidazo! relacionade al metronidazol, se usa
ampliamente en Europa y en otras partes. (Petersson, 1975)

El fratamiento de la giardiasis asintomética debe considerarse
fuertemente para prevenir la perpetuacion de tos estados de portador y
diseminador y la posible presencia de sintomas tardios. (Keystone et a/,
1978)

La observaciéon de que ninguna de las drogas antigiardiales usadas
en este pais son capaces de curar todas estas infecciones aumenta la
posibilidad de que pueda existir resistencia a drogas de las cepas de Giardia
lamblia, como se ha observado con otros microorganismos. (Wolfe, 1978)
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3. JUSTIFICACION

El metronidazol es un 5-nitroimidazol que tiene una potente actividad
contra E. histolytica, G. lamblia, y T. vaginafis. Es la droga de eleccién en
contra de la giardiasis y el tratamiento inicial de la amibiasis invasiva y los
efectos laterales comunes en el hombre pueden ser: dolor abdominal leve,
dolor de cabeza, nausea, un sabor metalico persistente y mas raramente
colitis pseudomembranosa ( facq, Dereux, 1984) gastritis, vomito, vertigo,
depresidn, insomnio, somnolencia, molestia uretral y oscurecimiento de la
orina. (Diccionario de Especialidades Farmacéuticas, 1993) Se usa
ampliamente en practicas gastroentéricas y ginecolégicas, no ha sido
considerado neurotdxico hasta ahora, por algunos informes de casos que
han demostrado claramente que el metronidazol puede causar neuropatia
periférica sensorial motora, en donde al excederse por mas de 15 dias con
una dosis de 400 mg tres véces al dia la relacion de causa-efecto fortalece el
diagnostico que el metronidazol induce neuropatia. Et mecanismo y la dosis
a la cual el metronidazol causa neuropatia periférica no se ha establecido
todavia. (Takeuchi et a/ 1988)

La accidon del metronidazol y derivados del 5-nitroimidazol se
caracteriza por provocar muerte selectiva de anaerobios procariotes y
eucariotes. Por otra parte se ha demostrado en aigunos estudios que el
metronidazol es tanto mutagenico como carcinogénico. (Legator et al, 1975;
Rustia y Shubik, 1972)

Es por eso que la busgueda de nuevos farmacos que eliminen o
reduzcan los efectos laterales del metronidazol se hace patente, y cobra
importancia la base de la hipotesis etnobotanica que en este caso se enfoca
al estudio del efecto del extractd etandlico obtenido del Agave lophantha
sobre tres de las principales parasitosis en México.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1 HIPOTESIS

El extracto etanblico obtenido del Agave lophantha tiene efecto
inhibitorio sobre Enfamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis y Giardia

famblia.

4.2 OBJETIVO GENERAL

Determinar la concentracion inhibitoria media (Clso) gque ejerce el
extracto etandiico obtenido del Agave lophantha sobre el crecimiento In vitro
de Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis y Giardia lambiia.

4.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Determinar la concentracion inhibitoria media (Clsg) del extracto
etandlico obtenido del Agave lophantha para Entamoeba histolytica.

= Determinar la concentracion inhibitoria media (Clso) del extracto
etandlico obtenido del Agave lophantha para Trichomonas vaginalis.

» Determinar la concentracién inhibitoria media (Clso) del extracto
etandlico obtenido del Agave lophantha para Giardia lamblia.

» Realizar un estudio fitoquimico preeliminar del extracto efandlico
obtenido del Agave lophantha.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 MATERIAL BIOLOGICO
Se utilizaron los trofozoitos de Enfamoeba histolytica cepa HM1:IMSS,
Trichomonas vaginalis cepa GT-15 y Giardia lamblia cepa IMSS:09889 vy las
hojas de la planta Agave fophantha Schiede.

5.2 ORIGEN DE LOS REACTIVOS
El extracto de levadura y peptona de caseina se obtuvieron de Bioxon
de México. Glucosa y L-cisteina fueron obtenidas de Sigma Chemical Co. (St
Louis MO,USA). Cloruro de sodio, citrato férrico aménico, hidréxido de sadio,
acido ascorbico, de Reactivos Monterrey. La solucion de vitaminas de
Diamond fue obtenida de JRH Biosciences. (Lenexa, KS)

5.3 EQUIPO
Agitador magnético marca Magnestir, Lab. Line Instruments Inc. Melrose
Park ILL USA.
Balanza analitica marca Sartorius. N° de serie 3101029. Alemania
Bafio de agua con regulador de temperatura marca VWR Scientific, modelo
1120, N° Serie 300716
Campana de transferencia
Camara de cristal para contar células (Neubauer) con dos compartimentos
de mm de profundidad rayado de linea brillante marca MCA Hausser
scientific. USA,
Filtros Millipore: 0.22 um
Incubadora Napco, modelo 5100, Portland Oregon, USA.
Mechero modelo TOUCH-O-MATIC.
Microscopio invertido marca Reich, N° de serie W|-54220.
Micro-csmometer, modelo 3MO Plus, Advanced Instruments Inc, Norwood,
Massachusett USA.
Potencidometro 50 pH Meter marca Beckman, Fullerton CA. USA.
Pipetas serolGgicas cortas de 0.2, 1.0 y 2.0 ml marca Bellco Vinelland NJ
USA
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Pipetas Pasteur marca chase instruments. Glens Falls NJ. USA.
Tubos 13 x 100 mm con tapon de rosca marca Pirex.

5.4 PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
5.4.1 MEDIO PEPHS

Se realizé de la siguiente manera: Extracto de higado y pancreas
(EHP) 250 ml, Peptona de caseina 10.00 g, D-glucosa 6.00 g, L-cisteina
1.00, Acido ascérbico 0.20 g, KHPO4 0.60 g, K;:HPO, 1.00 g. Se mezclan
los componentes, y se disuelven en 250 ml de EHP y se agregan 650 mi de
agua desionizada. El pH se ajusta a 7.0 con NaOH 10 N y se afora a 1000
ml con agua desionizada. E! medio se distribuye en alicuotas de 5 ml en
tubos para cuitivo de 13 x 100 mm con tapén de rosca (Kimble, Vineland NJ,
USA). El medio se esteriliza en autoclave por 15 min. a 15 Ib de presion a
121°C y se almacena a temperatura ambiente, afladiendo 48 h antes de
resembrar 0.5 mi de suero bovino estéril mas vitaminas. (Said-Fernandez et
al, 1988)

5.4.2 MEDIO TY1-S-33

Se realizé de la siguiente manera. Peptona de caseina 20.00 g,
Extracto de levadura 10.00 g, D-glucosa 10.00 g, NaCl 3.30 g, L-cisteina
1.00, Acido ascoérbico 0.20 g, KH.PO4 0.60, K;HPO4 1.00 g, Citrato férrico
amonico 0.028. Se mezclan los componentes, se disuelven y se afora a 850
ml de agua desionizada. El pH se ajusta a 7.0 con NaOH 10 N y se afora a
1000 m! con agua desionizada. El medio se distribuye en alicuotas de 5 mi
en tubos para cultivo de 13 X 100 mm con tapdn de rosca (Kimble, Vineland
NJ, USA). El medio se esteriliza en autoclave por 15 min. a 15 b de presion
a 121°C y se almacena a 4°C. 48 h antes de inocular se afiade 0.5 ml de
suero bovino mas vitaminas y 0.1 mil de bilis bovina (0.5 g/10 ml de agua
desionizada), ambas soluciones esterilizadas por filtracion. (Diamond et &/,
1978)
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5.5 OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO
Las hojas de la planta Agave lophantha Schiede, se recolectaron de la
coleccion particular det MC Jorge Verduzco, del Departamento de Biologiaj

Z/Celular de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UANL quien
también realizd la clasificacion de la especie estudiada.
5.5.1 MACERACION

Las hojas frescas del Agave lophantha se cortan en fracciones
pequeias, pesandose 50 g de este producto y mezclandose con 150 ml de
alcohol etilico absoluto, macerandose durante 5 dias a temperatura
ambiente en el aparato tipo shaker, después de este tiempo la solucidén se
filtrd y el sdlido se desechd. El filtrado se evapord en una estufa a 45°C y el
residuo totalmente seco se pesod y se aimacend en un lugar fresco y oscuro
hasta su uso. (Rios, 1987)

5.6 PREPARACION DE LA CONCENTRACION DEL EXTRACTO
ETANOLICO

Se pesd 1 g del extracto obtenido del Agave lophantha y se disolvid
en PBS hasta un volumen de 60 ml (16.66 mg/ml) y se esterilizd por
filtracién, tomandose volumenes de esta solucion de 0.4, 0.2, 0.1, 0.05 mi
para ser evaluados en los cultivos de E. histolyticay T. vaginalis, en el medio
PEPHS, que equivalen a las concentraciones de 1120, 580, 290 y 150 ug/mt
respectivamente.

De la misma solucion stock, se tomaron los volimenes de 50, 25, 12.5
y 6.25 yl para ser evaluados en los cultivos de G. flamblia en el medio TYI-S-
33 que equivalen a las concentraciones de 147.43, 74.04, 37.10 y 1857
pg/mi respectivamente.

5.7 PREPARACION DE LA CONCENTRACION DEL METRONIDAZOL
Se disolvié 50 mg de metronidazol (sigma) en 5 ml de medio PEHPS
o TYI-S-33 segun correspondid a los requerimientos de cada cepa (10
mg/ml) y posteriormente se esterilizd por filtracién. Diluyendo basandose en
la Tabla N° 1, a partir de la dilucion 1:100:
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5.8 CONDICIONES DE CULTIVO

Las cepas, HM1-IMSS de Entamoeba histolytica, y GT-15 de
Trichomonas vaginalis se mantuvieron cultivadas en 5 mt de medio PEPHS
con 0.5 ml de suero bovino (Said Fernandez et al, 1998) y un inoculo de
20,000 y 100 trofozoitos/ml respectivamente, la cepa IMSS:0989 de Giardia
lamblia se cultivo en 5 ml de medio TYI-S-33, (Diamond et al, 1978) 0.5 ml
de suero y 0.1 ml de bilis bovinas con un inéculo de 10,000 trofozoitos/ml.
(Keister BD, 1983)

Todas las cepas fueron incubadas a 36.6° C, en tubos de 13 x 100
mm con tapén de rosca. Antes de cada resiembra los cultivos se observaron
en un microscopio invertido para comprobar el buen estado de las células.
Entamoeba histolytica se resembrd a las 72 horas, Trichomonas vaginalis y
Giardia lamblia cada 48 horas. Ajustandose el niUmero de trofozoitos para la
siguiente resiembra.

El cultivo que mostré la mejor densidad y el mejor aspecto fue
colocadao en agua-hielo por 10 minutos para despegar las celulas adheridas
y agitadas 10 veces para homogeneizarias, el numero de células se
determind tomando una alicuota del cuitivo, contadas en un hemocitémetro.

Las resiembras y bioensayos, se realizaron cuando las células se

encuentran en su fase logaritmica de crecimiento.

5.9 CINETICAS DE CRECIMIENTO

Entamoeba histolytica. Después de enfriarse en agua-hielo por 10
minutos el tubo fuente de indculo, y agitarse 10 veces suavemente para
homogeneizarse, se inocularon 63 tubos de cultivo conteniendo el medio
PEPHS, con 20,000 trofozoitos/ml de Entamoeba histolytica. Cada 24 h se
determiné la densidad de 9 tubos de cultivo en un hemocitometro durante 7
dias.

Trichomonas vaginalis. De la misma forma se inocularon 45 tubos de
cultivo conteniendo el medio PEPHS con 100 trofozoitos/ml de Trichomonas

vaginalis cepa GT-15. Contandose 9 tubos diarios durante 5 dias.
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Giardia [amblia. También se inocularon 45 tubos de cultivo
conteniendo el medio TYI-S-33, donde se inocutaron 10,000 trofozoitos/ml,
contandose 9 tubos diarios durante 5 dias.

Para cada cepa se graficé el numero de trofozoitos por ml contra el

tiempo en horas.

5.10 DETERMINACION DEL EFECTO DE LAS DROGAS

Se realizaron curvas Dosis-respuesta para determinar el efecto de las
concentraciones del extracto etandlico obtenido del Agave lophantha y como
control positivo se utitizé metronidazot sobre los trofozoitos de las tres cepas;
que crecieron en sus respectivos medios de cultivo e indculos, hasta un
tiempo de 72 horas. Cada concentracion se probd en tres eventos
independientes por triplicado, comparandose contra el crecimiento de las
cepas sin la adicion de las drogas como control negativo, finalizado el tiempo
de incubacion se procedié a contar el niUmero de trofozoitos/mi utilizando un
hemocitometro.

En ambas curvas Dosis-respuesta, el valor de ia Clsy se obtuvo
mediante la interpolacion de la grafica en el punto donde se encuentra el

numero 5 del Probit por un analisis de regresion.

5.10.1 CURVAS DOSIS-RESPUESTA DE LA CONCENTRACION DEL
EXTRACTO ETANOLICO

Inoculados los tubos de cultivo con 20,000 trofozoitos/ml de
Entamoeba histolytica y con 100 trofozoitos/mi de Trichomonas vaginalis, en
el medio de cultivo PEPHS, se evaluaron las concentraciones de 1120, 580,
290 y 150 pg/mi del extracto etandlico obtenido del Agave lophantha.

De la misma manera, se evaluaron las concentraciones de 147.43,
74.04, 37.10 y 1857 ug/ml del extracto etandlico obtenido del Agave
lophantha sobre los cultivos de Giardia lamblia, en el medio TY1-S-33.
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5.10.2 CURVAS DOSIS-RESPUESTA DE LA CONCENTRACION DEL
METRONIDAZOL
Inoculados los tubos de cultivo con 20,000 ftrofozoitos/ml de
Entamoeba histolytica y con 100 trofozoitos/mi de Trichomonas vaginalis en
el medio de cultivo PEPHS, y con 10,000 trofozoitos/ml de Giardia lamblia en
tubos conteniendo el medio TYI-S-33. Se evaluaron las concentraciones del
metronidazol de 0.4, 0.2, 0.1 y 0.05 ug/ml.

5.11 DETERMINACION DEL Probit

La obtencion de la Clsp se realizd al obtener el logaritmo base 10 de
las concentraciones de las drogas, determinando el numero de trofozoitos
vivos en cada una de las dosis probadas, obteniendo el numero de
trofozoitos muertos, restando el numero de trofozoitos de cada
concentracion probada al testigo, calculando la relacién existente entre
trofozoitos muertos y vivos, mediante la divisidon del nimero de trofozoitos
del testigo entre el nimero de trofozoitos muertos en cada concentracion,
esto dié un numero menor que uno; el numero que se obtuvo de la division
anterior se buscé en las tablas Probit, el Probit obtenido de fas tablas se
graficé en papel semitogaritmico, donde el eje de las Y se representaron los
valores Probit y en el eje de las X el logaritmo base 10 de las

concentraciones de las drogas. (Finney, 1977)

5.12 METODOS QUIMICOS DE IDENTIFICACION
{Dominguez, 1S973)

5.12.1 Prueba de Liebermann-Burchard: Para triterpenos vy
compuestos esteroidales. Se disuelven 1.5 mg de muestra en cloroformo y
luego se le anaden unas gotas del reactivo, observandose cambios de
coloracion; el reactivo se prepara agregando una gota de acido sulfurico a
una mezcla de 1 ml de anhidrido acético y 1 ml de cloroformo.

5.12.2 Prueba de Salkowski: Para esteroles y metilesteroles. De 1 a 2
mg de la muestra en 1 ml de cloroformo se pone en contacto con 1 mi de

acido sulfurico, se desarrcllan colores amarillo o rojo.
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5.12.3 Prueba de Shinoda: Para compuestos de tipo flavonoide. A 1
mg de muestra disuelta en etanol y con limaduras de magnesio, se le aplica
calor (60°C) y después unas gotas de HCI por las paredes. Se considera

positiva con la aparicion de coloraciones, naranja, rojo, rosa, azul y vicleta.

5.12.4 Prueba de acido sulfurico. Para flavonoides. Una pequefia
cantidad de muestra se disuelve en &acido sulfurico concentrado y se
observan coloraciones. amarillo para flavonas y flavonoles; naranja-guinda
para flavonas; rojo—azuloso para chalconas. También detecta quinonas con

coloracion roja-parpura.

5.12.5 Prueba de Baljet. Para sesquiterpenlactonas. Se utilizan dos
soluciones que se mezcian en volumenes iguales antes de usarse, solucion
A, 1 g de acido picrico en 100 mi de etanol; solucién B, 10 g de hidréxido de
sodio en 100 mi de agua. Para la prueba se ponen 2 a 3 mg de compuesto y
unas 3 a 4 gotas del reactivo, siendo positiva si se forma una coloracion

naranja o roja obscura.

5.12.6 Prueba para coumarinas: Como las coumarinas son lactonas,
se pueden disolver en soluciones alcalinas acuosas o alcohdlicas con

aparicion de una coloracién amarilla, la cual desaparece al acidular.

5.12.7 Prueba de Dragendorff: Para alcaloides. Modificacion de
Munier y Machelobuf. En la solucidn A, se disuelven 0.85 g de nitrato de
bismuto en una mezcla de 10 mL de acido acético glacial y 40 ml de agua,
en la solucion B, se disuelven 8 g de yoduro de potasio en 20 ml de agua. E!
reactivo se prepara mezciando 5 mi de la solucion A, 4 ml de la solucion B y
100 mi de agua, el reactivo es estable por un aflo, la prueba es positiva para
alcaloides si al colocar 2 a 3 mg del compuesto y unas 3 a 4 gotas del
reactivo, |la placa da coloraciones rojas ¢ naranjas persistentes por 24 horas.
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5.12.8 Prueba de permanganato de potasio: Para dobles enlaces. Se
prepara una solucion de permanganato de potasio al 2% en agua, se
disuelve 0.2 mg de muestra en agua acetona o metanol y se toma en capilar
agregandole la sclucion de permanganato de potasio. La prueba es positiva
si hay decoloracién del reactivo.

5.12.9 Prueba de cloruro férrico: Para oxhidrilos fendlicos. Se disuelve
una pequena cantidad de muestra en etanol y se affade una gota de solucion
de cloruro fémrico en agua (2.5%). La aparicibn de una coloracion o
precipitado rojo, azul, violeta o verde se considera positiva. En algunos
casos es necesario utilizar una solucién no acuosa de cloruro férrico a la que
se le aftade una base debil, por ejemplo cloroformo-piridina, para hacer mas

sensible la determinacién.

5.12.10 Prueba de 2,4-dinitrofenilhidracina: Para identificar el grupo
carbonilc. En un tubo de ensaye se disuelven 50 mg de 24-
Dinitrofenilhidracina en 1 ml de etanol caliente, se agregan 50 mg del
compuesto carbondlico y se calienta a bano Maria por 10 a 15 min. Se deja
en reposo y luego se enfria en bafio de hielo, la aparicion de un precipitado
naranja indica la presencia de un grupo carbonilo.

5.12.11 Prueba de Molisch: Para aztcares. En un tubo de ensaye se
coloca la muestra y se le afhade 3 gotas del reactivo de Molisch y agitar.
Luego inclinar el tubo y depositar por la pared 2 ml de acido sulfarico
concentrado. Es positivo cuando se forma un anillo coloreado en la interfase.
El reactivo se prepara disolviendo 1 g de a-naftol en 100 ml de etanoi al
95%.

5.12.12 Prueba de bicarbonato de sodio: Para saponinas. La sal se
preparé al 10 % en agua, uno 6 2 mg de la muestra disuelta en agua o
etanol se mezcla con unas gotas de la solucidn de bicarbonato y la aparicién

de burbujas indica su presencia.
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6. RESULTADOS

E! porcentaje de rendimiento del extracto etandlico obtenido del
Agave lophantha fue de 5.37%.

- Se realizaron curvas de crecimiento para determinar el tiempo de
duplicacion de Entamoeba histolytica y Trichomonas vaginalis en el medio
PEHPS y, Giardia lamblia en el medio TYI-8-33. Para determinar este
parametro, utilizamos |a fase de crecimiento exponencial de cada
protozoario, fratandolos estadisticamente con el andlisis de regresion,
utilizando la ecuacién de la recta.

Para determinar el tiempo de duplicacion se utilizé la formula 0.693/u
donde |t es la pendiente de la recta. (Lopez-Revilla y Rodriguez-Baez, 1981)

Para E. histolytica el tiempo de duplicacion fue de 19.85 h. (Figura N°
1) cuya ecuacion de la recta fue y = 0.0349x + 9.8408, para T. vaginalis el
tiempo de duplicacion fue de 5.26 h, con la ecuacion de larecta y = 0.1315x
+ 56461 (Figura N° 2) y el tiempo de duplicacion para G. lamblia fue de
10.11 h, con ecuacidn de la rectay = 0.0685x + 9.053. (Figura N° 3)

Una vez establecido el tiempo de duplicacion en cada cepa, se
procedid a realizar curvas Dosis-respuesta para evaluar el efecic del
extracto etandlico obtenido del Agave lophantha sobre las tres cepas en sus
respectivos medios de cultivo, utiizando el analisis estadistico Probit,
estableciendo asi la concentracion inhibitoria media (Clsa).

Para determinar la Clsp se grafico en el eje de la Y los valores de las
tablas Probit y en el eje de la X el logaritmo de la concentracion utilizada del
extracto etandlico, utilizando el anélisis de regresion se obtuvo la Cls al
sustituir el valor del Probit & en la ecuacion de la recta.

La Clsg establecida por el efecto del extracto etandlico dei Agave
lophantha sobre el crecimiento /n vitro de E. histolytica fue de 353.50 ug/mi
(Figura N° 4) determinada con la ecuacion de la recta y = 3.3516x — 3.5412.
La Clso establecida por el extracto etandlico sobre el crecimiento /n vifro de
T. vaginalis fue de 177.78 pg/ml, {Figura N° 5) determinada con ia ecuaciéon
y = 2.5455x — 0.7271. La Clso establecida por el extracto etandlico sobre el
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crecimiento In vitro de G. lamblia fue de 58.608 pg/ml, (Figura N° 6)
determinada con la ecuacion y = 1.6743x + 2.0399.

Para comparar el efecto del extracto etandlico del Agave lophantha se
realizaron curvas Dosis-respuesta de la droga comunmente utilizada para el
tratamiento de estas parasitosis, el metronidazol, sobre ios ires protozoarios
en sus respectivos medios de cultivo, utilizando el analisis estadistico Probit
y asi establecer la concentracion inhibitoria media (Clso).

La Clsp establecida por el efecto del metronidazol sobre el
crecimiento /n vifro de E. histolytica fue de 0.1306 pg/ml, (Figura N° 7)
determinada con la ecuacion de la recta y = 3.4326x + 8.0342. La Clso
establecida por el efecto del metronidazo!l sobre el crecimiento /n vitro de T.
vaginalis fue de 0.1239 ug/mt, (Figura N° 8) determinada con la ecuacion de
la recta y = 1.1093x + 6.006. La Clsy establecida por el efecto del
metronidazol sobre el crecimiento In vitro de G. lamblia fue de 0.2402 ug/ml,
(Figura N° 9) determinada con la ecuacion de la recta y= 1.7457x + 6.0813.

El andlisis fitoquimico preliminar del extracto etandlico obtenido del
Agave lophantha, reveld la presencia de los compuestos quimicos,
resumidos en la Tabla N° 2.
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7. DISCUSION

Desde que los aztecas trataban al absceso hepatico amibiano
masticando la raiz de la planta llamada ipeca o ipecacuana, de la cual se
sabe se extrae la emetina (Cervantes, 1992) y ademas utilizaban las puntas
de maguey para puncionar ios abscesos como un tratamiento evacuador
segun consta en sus codices. (Carmona y Valle, 1880) También se han
usado los extractos de las plantas para contrarrestar los desordenes
gastrointestinales o de sus agentes causales. La emetina y otros farmacos
como el metronidazol se han ido reemplazado por otros farmacos o
compuestos activos de plantas con efectos laterales reducidos y de baja
toxicidad. (Segura, Lépez, 1976) Es por eso que el estudio de los extractos
obtenidos de las plantas sobre el efecto que exhiben sobre los principales
agentes causales de las parasitosis ha aumentado. |

Meckes ef al en 1999, probaron el efecto de la planta Helianthemum
glomeratum, usada por el pueblo Maya en el sureste de México, para el
fratamiento de desordenes gastrointestinales. Usaron los extiractos
metandlicos obtenidos de las hojas-tallo para determinar el efecto sobre el
crecimiento de E. histolytica, con una Clsp = 7.98 ug/ml, teniendo un efecto
deficiente sobre G. lamblia. Mientras el extracto metandlico obtenido de la
raiz, mostré una Clso= 5.98 ug/ml sobre E. histolytica, que también tuvo un
efecto deficiente sobre G. /lamblia. ElI metronidazol usado como control
positivo obtuvo una Clsp= 0.04 pg/ml en contra de Entamoeba histolytica y
una Clso= 0.20 pyg/ml para Giardia lamblia. (Meckes et af, 1999)

Ef trabajo de Meckes ef al aporta Ia posibilidad de que los extractos
obtenidos de diversas partes de la misma planta, puedan variar en cuanto a
su efecto y constitucion, por ejemplo Agave lophantha, aumenta su
contenido de azlcares no estructurales en épocas de Huvia (Wall ef al, 1957)
y por lo que se sabe ia mayor proporcion de lipidos se encuentra en las
semillas {Howard, Darrow, 1990) y las saponinas en el fruto.(Wall et a/,
1957) Los datos reportados por Meckes et al asemejan el efecto del extracto
etandlico del Agave fophantha, debido a que fortalece el hecho que la
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concentracion del metronidazol que se utiliza en contra de E. histolytica es
menor a {a concentracién utilizada para inhibir el crecimiento de G. lamblia.

Youvraj et al en 1994, obtuvieron los extractos etandlicos de cinco
plantas utitizadas en los sistemas de medicina tradicional de la India,
prescritas para desordenes intestinales, mezclados o individuales, en contra
del crecimiento de E. hisfolytica. Solo los extractos de Tinospora cordifolia y
Berberis aristata inhibieron el crecimiento de E. histolytica con una CMI de
1000 pg/mt y 100 ug/mi respectivamente; mientras que la mezcla de ambos
extractos obtuvo una CMI de 1000 pg/ml, mientras que el metronidazol tuvo
una CM! del 10 pg/ml. (Youvraj et al, 1994)

En este reporte, es notorio el hecho que los extractos etandlicos por
separado exhiban efectividad diferente y que el efecto de sus mezclas no
supere a los individuales, lo que indica posiblemente la existencia en la
mezcla de extractos, sustancias que tengan efectos antagdnicos entre si,
por lo tanto se hace necesario la busgqueda de los componentes
principalmente activos.

También en Ia busqueda de nuevos farmacos se han aisiado algunos
compuestos puros que se han obtenido de extractos de plantas, que tienen
mayor efecto /n vitro que el metronidazol, en su estudio sobre las parasitosis.

Gonzalez-Garza et al en 1991 demostrd que el gosipol, un compuesto
polifendlico extraido de semilla del algodon, tuvo efecto sobre el crecimiento
de la cepa HM-1 de E. histolytica, y al compararse con tres de las drogas
mas ampliamente utilizadas en conira de la amibiasis: emetina,
metronidazol, y diyodohidroxiquinoleina, resultd ser 11, 39 y 980 veces
respectivamente mas potente; aunque se sabe que el gosipol tiene efectos
negativos sobre la fertilidad en humanos. (Gonzalez-Garza et af, 1991)

Mata-Cardenas ef al en 1998, comprobSé gue la concentracion del
gosipol que inhibe la curva de crecimiento de G. famblia corresponde a 69.74
MM. mostrando que Giardia lamblia como otros protozoarios parasitarios, es
susceptible al efecto toxico In vitro del gosipol. No obstante, G. famblia es 1a
especie mas resistente al gosipol de los cinco organismos probados a la
fecha. (Mata-Cardenas et al, 1998) Aunque el gosipol se reporta por sus
efectos sobre la fertilidad humana, se ha realizado ensayos donde al mezclar
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el gosipol y el metronidazol se ha encontrado (Cruz Vega ef af 1996) que se
reducen sus Clsp, y por ende sus efectos laterales.

Calzado Flores en 1995 determind el efecto de un compuesto puro
que se extrae a partir de la planta llamada Castela texana: la chaparrina,
sobre el crecimiento de E. histolytica cepa HM1:IMSS, resultando tener una
Clso, similar a las drogas mas utilizadas, en las concentraciones de 1-1000
mM; y la chaparrina solo tuvo efecto citostatico sobre los fibroblastos
diploides humanos, sugiriendo que en un futuro también podria ser posible
identificar a este quassinoide como un agente antiamibiano.

También dentro de los 5-nitroimidazoles existen drogas que exhiben
una menor concentracion efectiva al utilizarse en contra de E. histolyticay G.
lambiia, con ia posibilidad de no tener los mismos efectos laterales que el
metronidazol.

Cedillo-Rivera y Mufioz O en 1992 estudiaron el efecto de algunos 5-
nitroimidazoles sobre el crecimiento de Giardia famblia In vitro. Encontrando
que el ormidazol fue el mas efectivo Clso=0.12 ug/mi, seguide por el tinidazol
Clso=0.14 pg/ml y metronidazol Clsp=0.21 ug/mi. (Cedillo-Rivera and Mufioz,
1992)

Mata-Cardenas BD et al en 1996 determinaron que el secnidazol
Clso=0.013 ug/ml, y el dimetridazol Cls=0.014 ug/ml, mostraron una
potencia antiamebica de 8, 10 y 15 veces mas grande que el omidazo!,
metronidazol y tinidazol respectivamente en contra de Enfamoeba histolytica.
(Mata-cardenas et al, 1996)

L os resultados arrojados por los trabajos de Cedillo-Rivera, Munoz O
y Mata-Cardenas, coinciden con la determinacién de ta Clsp del metronidazol
en nuestro trabajo al compararse como control positivo sobre E. histofytica y
G. lamblia contra e| extracto etandlico del Agave lophantha.

La familia Agavaceae con mas de 480 especies con una distribucion,
principalmente en los tropicos y subtrépicos (Mahato et a/, 1982), forman
parte de las especies poco estudiadas fitoguimicamente y menos aln sus
efectos sobre microorganismos in vitro.

Tona ef al en 1998, demostraron la actividad antiamebica /In vitro de
algunos extractos de plantas del Congo usados como antidiarreicos en

34



medicina fradicional indicaron que de 45 exiractos de plantas probadas en
contra de E. histolytica, 35 (77.78%) exhibieron una actividad antiamebica y
10 (22.22%) fueron inactivos. Los extractos mas inactivos eran de las hojas,
El metronidazo! fue usado como control positivo, demostrando una actividad
mas pronunciada a la de todos ios extractos de las plantas probadas con
una CMI de 2.5 pg/mi. Dentro de estas 45 plantas con efecto se incluyen a
Dracaena reffexa, planta perteneciente a la familia Agaveceae, que exhibié
una CMI sobre E. Histolytica de 62.5 pg/mi, detectandose en el extracto
obtenido del cocimiento de sus hojas: flavonoides, esteroides y terpenos,
saponinas y aicaloides. (Tona ef al, 1998)

A excepcion de los alcaloides, los compuestos encontrados en
Dracaena reflexa, son los mismos encontrados en Agave lophantha, lo cual
indica la similitud en cuanto a composicion quimica se refiere con relacion a
ia filogenia de las plantas.

Verastegui Montemayor, en e! 2000 evalud el potencial antimicrobiano
de los extractos etandlicos obtenidos del Agave lophantha y de ofras tres
especies de Agaves sobre hongos y bacterias entéricas, encontrando que, el
extracto etandlico obtenido del Agave lophantha, presenté la mayor actividad
sobre el dimorfismo, gemacién y la mayor inhibicion del crecimiento de
Candida albicans, con una CMI de 1.5 mg/ml, sobre el crecimiento
bacteriano. También mediante métodos cromatrograficos y
espectroscopicos, determind que el compuesto responsable de la actividad
biolégica sobre estos microorganismos, correspondié a las saponinas
esteroidales espirostanicas presentes en las hojas de las plantas.

Obviamente, el analisis fitoquimico preliminar coincide con nuestro
trabajo al detectar en el Agave /ophantha, l0os compuestos: triterpenos,
esteroles, flavonoides, coumarinas, azicares y principalmente saponinas
que Verastegui Montemayor, determind como los compuestos responsables
de la actividad bioldgica; nosotros ademas detectamos grupos funcionales:
dobles enlaces, Grupo carbonilo y oxihidrilos fendlicos.

Por lo que en estudios posteriores del efecto de los exiractos
obtenidos del Agave lophantha sobre otros microorganismos, el andlisis
fitoquimico debe ser mas detallado, probando y determinado cual de los
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constituyentes quimicos es el encargado de la actividad bioldgica y la
concentracién a la que lo hace.

El mecanismo de accidon del metronidazol en eucariotes como
Entamoeba histolytica, principia al penefrar en sus células, después se
presenta una reduccion de los grupos nitro, seguido de un efecto citotdxico
de los productos reducidos y finalmente se presenta una liberacion de los
productos que son inactivos. El metronidazo! ataca principalmente en los
intermediarios del RNA, DNA o proteinas del organismo. (Muller, 1983) Por
lo que se deduce que el mecanismo por el cual actia el metronidazol sobre
E. histolytica; comparado con el efecto del extracto etandlico, se lieva a cabo
con muy poca eficiencia por los componentes presentes en el extracto
etandlico del Agave lophantha, ya que mostraron la menor susceptibilidad
sobre este parasito que sobre G. lamblia y T vaginalis.

En los organeios unidos a membrana llamados hidrogenosomas en
Trichomonas vaginalis, se transfieren los electrones del piruvato en un
reaccion de descarboxilacién oxidativa catalizada por la enzima PFO
(piruvato:ferredoxina oxidoreductasa) a la proteina ferredoxina con la
formacidén de ATP, que en presencia del metronidazol, la enzima reduce la
droga a su forma citotéxica. La pérdida de la actividad de la PFO produce
completa resistencia al metronidazo! perceptible /n vitro bajo condiciones
anaerobicas. (Vazquez, 2001) Por lo que algunos de los compuestos del
extracto etandlico del Agave lophantha, pudo haber tenido analogia con la
accion de la enzima PFO, ya que el extracto etandlico mostré una actividad
intermedia sobre T. vaginalis en comparacion a L. histolyticay G. lamblia.

Giardia famblia es muy susceptible a un derivado del benzimidazol, el
albendazol In vitro. El modo de accidn del albendazol no esta
completamente entendido; pero su efecto esta directamente asociado con la
divisiéon de la célula, el complejo cinetosomal y los nidcleos no asumen la
posicion mutua requerida para la cariocinésis apropiada. Los microtubulos
de los axonemas flagelares son resistentes al albendazol mieniras que el
esamblaje de los microtubulos del huso mitdtico y del disco adhesivo se
bloguean por la droga. El inmunomanchado de los microtubulos resistentes

al albendazol de los axonemas flagelares revelan que los microtabulos
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resistentes a ésta droga contienen alfa-tubulina tirosinada. En contraste, los
microtlibulos susceptibles a la droga reaccionaron con anticuerpos
monoclonales contra la alfa-tubulina acetilada. ( Nohynkova E, Kuilda J,
1898) Por lo gue se presume, que algunos de los compuestos presentes en
el extracto etandlico del Agave lophantha tienen una analogia con el efecto
del albendazol, sobre el ensamblaje de los microtubulos de huso mitético y

del disco adhesivo de Giardia ilamblia.
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8. CONCLUSIONES

La cepa IMSS:0889 de Giardia Iambli@)( mostré la mayor
susceptibilidapai extracto etanélico obtenido del Agave lophantha.
A

ta cepa GT-15 de Trichomonas vaginalié mostré tres veces menos
susceptibilidad que Giardia lamblia al extracto etandlico obtenido del
Agave lophantha.

La cepa HM1:IMSS de Entamoeba histolytica mostro seis veces
menos susceptibilidad que G. /amblia y dos veces menos que T.
vaginalis, al extracto etandlico obtenido del Agave lophantha.

La cepa IMSS:0989 de Giardia lamblia, mostré ser dos veces menos
susceptible al metronidazol, en comparacion a las cepas de T
vaginalis y E. histolytica, cuya susceptibilidad entre ambas fue
equivalente.
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9. PERSPECTIVAS

El estudio fitoquimico del extracto etandlico obtenido del Agave
lophantha, nos orienta sobre la naturaleza de sus componentes, para que en
estudios posteriores se proceda a aislar, purificar, identificar y establecer los
componentes que tengan actividad biolégica sobre las principales parasitosis
u otras infecciones intestinales en México.
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11. FIGURAS Y TABLAS

CINETICA DE CRECIMIENTO DE Enfamoeba histolytica
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FIGURA N° 1. Cinética de crecimiento de Enfamoeba histolytica.
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CINETICA DE CRECIMIENTO DE Trichomonas vaginalis
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FIGURA N° 2. Cinética de crecimiento de Trichomonas vaginalis.
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CINETICA DE CRECIMIENTO DE Giardia lamblia
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FIGURA N° 3. Cinética de crecimiento de Giardia lamblia.
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EXTRACTO ETANOLICO Vs. Entamoeba histolytica
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FIGURA N° 4. Curva Dosis-respuesta del extracto etanélico obtenido del
Agave lophantha sobre €l crecimiento in vitro de Entamoeba histolytica.

S0



EXTRACTO ETANOLICO VS. Trichomonas vaginalis
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FIGURA N° 5. Curva Dosis-respuesta del extracto etandlico obtenido del
Agave lophantha sobre el crecimiento In vifro de Trichomonas vaginalis.
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EXTRACTO ETANOLICO Vs. Giardia lamblia
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FIGURA N° 6. Curva Dosis-respuesta del extracto etandlico obtenido del
Agave lophantha sobre el crecimiento In vitro de Giardia lamblia.
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METRONIDAZOL VS. Enfamoeba histolytica
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FIGURA N° 7. Curva Dosis-respuesta del metronidazol sobre el crecimiento

In vitro Entamoeba histolytica.
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METRONIDAZOL Vs. Trichomonas vaginalis
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FIGURA N° 8. Curva Dosis-respuesta del metronidazol sabre el crecimiento

In vitro de Trichomonas vaginalis.
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6.5

METRONIDAZOL VS. Giardia lamblia
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FIGURA N° 9. Curva Dosis-respuesta del metronidazol sobre el crecimiento

In vitro de Giardia lamblia.
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CONCENTRACION | ml DE MEDIO mi DE SOLUCIONES
G.4 ug/ml 0.6 ml 4.4 ml de stock

0.2 ug/mi 2.0ml 2.0 mi de 0.4 pg/mi
0.1 pg/mi 20 mi 2.0 mide 0.2 pg/ml
0.05 ug/mt 2.0 mi 2.0 ml de 0.1 pg/mi

Tablta N° 1. Preparacién de las concentraciones utilizadas del metronidazol.
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PRUEBA COLORIDA GRUPQ DETECTADO RESULTADO
Liebermann-Burchard | Triterpenos, esteroidales Positivo
Salkowski Esteroles y metilesteroles Positivo
Shinocda Flavonoides Paositivo
H>S04 Flavonoides Positivo
Baljet Sesquiterpeniactonas Negativo
Coumarinas Coumarinas Positivo
Dragendorff Alcaloides Negativo
KoMnO4 Dobies enlaces Positivo
Cloruro féerrico Oxihidrilos fendlicos Positivo
2.4-Dinitrofenithidracina Grupo carbonilo Positivo
Molisch Azucares Positivo

Tabla N° 2. Analisis fitoquimico preliminar del extracto etandlico obtenido del

Agave lophantha.
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12. APENDICE A

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES

PREPARACION DE LA SOLUCION ISOTONICA (PBS)

Se pesan NaCl 6.50 g; KoHPO4 2.80 g; Y KH2P0O40.40 g, se mezclan
los componentes y se aforan hasta 1000 ml con agua desionizada en una
probeta graduada. Ajustandose la osmolaridad a 300 mOsm con NaCl y se
ajusta el pH a 7.4 con NaOH 10 N, anadido gota a gota. Se preparan
atlicuotas de 10 mi en tubos de 15 x 125 mm con tapon de rosca y se
esterilizan por autoclave 15 min. a 15 ib. de presidn a 121°C. Apretar los

tapones y almacenar a temperatura ambiente.

HIDROXIDO DE SODIO 10 N:
Se disuelven 40 g de NaOH en 100 ml de agua destilada

ACIDO CLORHIDRICO 0.1 N:
Se prepara diluyendo hasta 50 mi con agua destilada 0.41 ml de HCI

concentrado (12 N)

PREPARACION DEL SUERO BOVINO
Se obtiene el suero de la sangre colectada del rasfro de la ciudad. La
sangre se deja coagular y €l suero se separa por sedimentacion a 2000 x g
por 15 min. Después se prefiltra con papel Whatman N° 1 y se filtra por una
serie de filtros HAWP Millipore (Beford, MA, USA) de § a 0.22 um. finalmente
se esteriliza por filtracidn utilizando sistemas de filtracion al vacio de un litro
con filtros de 0.22 mm (Comning Inc. Corning NY, USA). El suero estéril se
descomplemento por calentamiento a 56°C por 30 minutos, se deja enfriar a
temperatura ambiente y se le anade 25 mt de mezcla de vitaminas (JRH
Biosciences Lenexa, KS) por cada litro de suero. el suero se distribuye en
alicuotas de 100 ml, en botellas ambar, estériles de vidrio con tapén de

rosca y se almacena a -20°C. (Said-Femandez et al/, 1988)
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EXTRACTO DE HIDADO PANCREAS (EHP)

Se utilizan 4.0 Kg de higado de bovino, fresco limpio, lavado y
recortado.

1.4 Kg de pancreas bovino, lavado con agua, libre de tejido conectivo
y grasa, guardario en el congelador y partirlo en trozos para el molino.

1.4 Kg de pancreas de cerdo, lavado con agua, libre de tejido
conectivo y grasa, guardarlo en el congelador y partirlo en trozos para el
molino.

Se corta en trozos todo el materiat bioldégico en el moline y molerios
(de preferencia repetir este paso una vez, para que el molido sea
homogéneo y libre de grandes trozos de tejido. Licuar el molido con PBS,
aproximadamente 1.3 volumenes de PBS por volumen de tejido. Ajustar el
pH a 8.0 con NaOH 10 N, aproximadamente 10 ml de NaOH por cada 2,800
mil de licuado. Precalentar el licuado en la olla a 37°C utilizando el mechero
e incubar a 37°C en la incubadora por 4 horas. Calentar la olia hasta que
hierva, agitando en forma constante para evitar que la espuma se derrame,
posteriormente cerrar la olla y esterilizar a 121°C por 15 minutos. Enfriar la
olla en agua corriente y enfriar el contenido, para después vaciarlos en
vasos Nalgene de 4 litros para dejarlos toda la noche én refrigeracion. Por la
mafiana extraer el sobrenadante muy cuidadosamente y vaciarlo en la olla
de presion y esterilizar de nuevo a 121°C por 15 min. Filtrar el homogenado
siempre caliente en un sandwich de tierra de diatomeas. Colocar en un
embudo Buchner un filtro Whatman N° 1. Vaciar tiera rosa (super cell)
previamente homogeneizada en agua desionizada. 200 ml de tierra rosa con
350 ml de agua, pasarlo por el filtro con vacio sin permitir que la tierra se
seque. En otro vaso colocar 100 ml de tierra blanca y mezclarios con el
extracto caliente y afladirlo a la cama de tierra rosa anteponiendo una
espatula. Hacer vacio y parar en cuanto el liquido empiece a cambiar de
color. Quitar lo que paso primero y colocar otra vez al vacio. Aidadir cuanto
extracto se requiera hasta que el liquide de fluir en forma rapida, si esto
ocurre habra que cambiar la cama y empezar de nuevo desde el principio.
Hay que cuidar que no se seque la cama. El exiracto obtenido se guarda a -

20°C y se marca con {a fecha. Cuando se hacen varios lotes, 10 que se hace
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€s descongelarios y juntarios todos en un solo recipiente. Etiquetarlo con el
nimero de lote y fecha de fabricacion y guardario en alicuotas de 500 ml.
Guardarlo a —20°C. (Said-Fernandez et al, 1988)

Mezcla vitaminica Tween 80.
Se utiliza la mezcla comercial (JRH Biosciences)
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