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Resumen

Heliotropium amplexicaule es una planta perteneciente a la familia Boraginacea con antecedentes de contenido de
compuestos con interés farmacolégico. En este estudio se investigé la actividad bioldgica de los extractos metandlicos de
raiz, tallo, flor y hojas de H. amplexicaule sobre diferentes microorganismos. Los resultados mostraron un efecto
amebicida significativo de los extractos de raiz, tallo, flor y hojas sobre Entamoeba histolytica con Clsy de 2, 8,36y 114.2
pg/mL respectivamente; no mostraron actividad sobre las bacterias y dermatofitos probados. La citotoxicidad obtenida
para raiz, tallo, hoja y flor sobre la linea celular Vero fue Clsq de: 250, 200, 175y 150 pg/mL respectivamente; y la toxicidad
para todos los extractos sobre A. salina fue de LDsy > 1,000 pug/mL.

Abstract

Heliotropium amplexicaule is a plant belonging to the family Boraginacea with a content background of pharmacological
interest compounds. In this study we have researched the biological activity of the methanol extracts of root, stem, flower
and leaves of H. amplexicaule against different microorganisms. The results showed a significant amebicide effect on
Entamoeba histolytica with ICsy of 2, 8, 36 and 114.2 ug/mL (root> stem> flower> leaf) they did not show any effect on
bacteria and dermatophytes tested. On the Vero cell line showed ICs: 250, 200, 175 and 150 pg/mL (root, stem, leaf, and
flower). The toxicity on A. saline was LDsy> 1,000 ug/mL.
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Introduccion

La resistencia de los microorganismos a los antibiéticos, aunado
a los efectos secundarios causados por estos, ha favorecido la
bisqueda de nuevos agentes de origen natural. Las plantas
medicinales se han utilizado tradicionalmente por culturas
indigenas, hoy en dia se retoma esta prictica no solo en la
conservacion de sus tradiciones, sino también para el cuidado
de la salud de la comunidad y el desarrollo de medicamentos.!
Meéxico es rico en biodiversidad y en la actualidad ya han sido
identificadas mds de 5,000 especies mexicanas con aplicaciones
curativas.

Un problema de salud publica son las enfermedades
parasitarias, principalmente la amibiasis, la cual es la
responsable de 40 000 a 100 000 muertes anualmente a nivel
mundial. Aunado a esto, el pardsito E. histolytica (responsable
de la enfermedad) ha desarrollado resistencia al metronidazol,
droga utilizada comtinmente para tratar dicho padecimiento; y
que ademds de presentar diversos efectos secundarios tiene
propiedades carcinogénicas, teratogénicas y embriogénicas.?
Por tal motivo, en la actualidad se buscan alternativas con
substancias de origen natural que posean la capacidad de atacar
a las cepas resistentes y que al mismo tiempo, sean inocuas con
el huésped. Recientemente se ha puesto mucha atencién en los
extractos de plantas utilizados en la medicina tradicional, el
potencial antiprotozoario de las plantas como fuente de nuevos
farmacos ha sido demostrado con ejemplos como la emetina, la
quinina y la artemisinina, aislados de especies de plantas
superiores;2 para poder llevar a cabo esto, se utiliza la
investigacion fitoquimica, cuyo objetivo principal es: aislar
principios activos, identificarlos, determinar su estructura y
encontrar sus posibles aplicaciones.

La familia Boraginaceae comprende alrededor de 130 géneros y
2600 especies distribuidas en zonas tropicales. Los compuestos
que frecuentemente se reportan son: terpenos, alcaloides
pirrolizados, flavonoides y naftoquinonas, existe evidencia del
uso etnofarmacoldgico que se le da a algunas plantas de esta
familia para combatir diversas enfermedades como diarreas,
infecciones y pardsitos intestinales.3*> Perianayagam et al en
2012° evaluaron la actividad antimicrobiana de compuestos
aislados del extracto etandlico de raiz de Trichodesma indicum
reportando que el extracto mostraba una potente actividad
contra S. aureus, B. subtilis y C. albicans con valores de CMI de
19.2 ug/mL y algunos de los compuestos aislados presentaron
fuerte actividad antibacterial sobre S. aureus con CMI de 2.4
pg/mL. En Panama la planta Bourreria spathulata de la misma
familia, es utilizada en forma tradicional para tratar la malaria.
En el 2012 Calderén et al 7 comprobaron dicha actividad para
B. spathulata obteniendo una Clsg menor a 10 pg/mL.
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Dentro de esta familia, el género Heliotropium es una conocida
fuente de alcaloides pirrolizados, flavonoides y derivados
aromdticos del geranilo, hay aproximadamente 250 especies
distribuidas en ambos hemisferios.8 H. amplexicaule de este
género es una planta perenne con tallos decumbentes y
ramificados, sus hojas hispidas, alternas, lanceolado-elipticas,
con borde ligeramente sinuoso, casi sésiles; de 15 a 30 cm de
altura y 30 a 200 cm de diametro;?- 19 el objetivo de este estudio
es determinar la actividad bioldgica del extracto metandlico de
diversas partes de H. amplexicaule, asi como su citotoxicidad y
toxicidad.

Material y métodos

Material vegetal y preparacion del extracto metandlico

La planta de H. amplexicaule (heliotropo) fue colectada en
Monterrey, Nuevo Ledn, México y un espécimen de la planta
(identificacién No 25527) fue depositado en el Herbario de la
Facultad de Ciencias Biologicas, UANL. La planta fue secada a
temperatura ambiente y se triturd en un molino manual (marca
Victoria), 30 g de cada parte de la planta por separado (hojas,
raiz, flor y tallo) se colocaron en agitaciéon en 250 mL de
metanol (CTR Scientific); los extractos fueron filtrados y
evaporados hasta sequedad con presion reducida en un
rotavapor (Yamato, modelo RE200).

Evaluacién de la actividad antimicrobiana de los extractos
en estudio

Con los extractos obtenidos se evalu la actividad biolégica
sobre las bacterias Gram positivas B. cereus, E. coli, S. aureus 'y
Gram negativas S. typhimurium, S. typhi, P. aeruginosa, E.
cloacae, E. aerogenes, asi como sobre los hongos dermatofitos
T. tonsurans, T. rubrum, T. mentagrophytes, M. canis, M.
gypseum, M. audouinii, M. cookie y una levadura C. albicans.
El método empleado para el ensayo microbiolégico fue el de
difusién en placa, para evaluar la actividad, se prepararon
soluciones de prueba con los extractos secos a una
concentraciéon de 40 mg/mL en metanol y se esterilizaron por
filtracién con membranas de 0.22 ym.!! Para la activacién de
bacterias se utilizo medio liquido C. Rivas.!2

El método de difusién en placa se realizé colocando 10 L de
cada una de las soluciones de prueba sobre discos de papel filtro
Whatman No. 1 en una placa con medio sélido C. Rivas,
previamente inoculada con 100 pL de una suspension
bacteriana de 1x10% UFC o una azada con las diferentes cepas
de hongos; se depositd también en un disco 10 uL del solvente
utilizado para disolver el extracto como control negativo y 10
uL de un antibidtico o antifingico como control positivo. Se
incubd a 37 °C por 24 h para las bacterias y a 27 °C de 7-15 d
para los hongos. Después de este periodo se midieron los halos
de inhibicién en mm para cada prueba.



Ensayo de Letalidad sobre Artemia salina

Los huevecillos de artemia fueron eclosionados e incubados por
48 h en agua de mar artificial (Instant Ocean). Se probaron
cinco concentraciones: 0, 100, 300, 500 y 1,000 pg/mL; las
cuales se prepararon a partir de los extractos metandlicos
disolviéndolos en agua de mar artificial, el control positivo
utilizado fue K, Cr, O; al 5%. La prueba se realizé utilizando
microplacas de 96 pozos, donde se depositaron 100 uL de agua
salada artificial con 10 artemias en cada pozo. Las diferentes
concentraciones de los extractos de H. amplexicaule fueron
agregadas en volumenes de100 yL, la microplaca fue incubada
por 24 h a temperatura ambiente.'? Posteriormente, se conté el
numero de organismos vivos y muertos para determinar la
viabilidad y la dosis letal al 50 % (DLsy). Se calculé la
desviacion estdndar de tres experimentos independientes
realizados por triplicado. El criterio de toxicidad fue el
siguiente: Valores de DLso > 1000 pg/mL (no téxico), = 500 <
1000 pg/mL (toxicidad débil) y < 500 pg/mL (t6xico).!

Evaluacién de la actividad amebicida de los extractos de H.
amplexicaule sobre E. histolytica

La metodologia se realiz6 de acuerdo a lo mencionado por
Leos-Rivas et al.!> Partiendo de un cultivo de E. histolytica
HMI-IMSS en medio TYI-S-33!¢ adicionado con 1 % de
penicilina/estreptomicina y 10 % de suero de ternera en 5 mL,
se utilizaron los tubos de 13x100 mm de boro silicato y tapén de
rosca, inoculados a una densidad de 1 x 10* cel/mL. Se prepar6
una solucién stock de los extractos metandlicos a una
concentracion de 40 mg/mL (p/v) disueltos en dimetil sulféxido
y esterilizados por filtraciéon con una membrana de 0.22 um
(Millipore). Se probaron cinco concentraciones de c/u de los
extractos de H. amplexicaule: 2, 20, 60, 100 y 200 pg/mL. Se
incubaron por 6 d a 37 °C, después de esto la densidad fue
determinada utilizando un hemocitémetro (Neubauer, Hausser
Scientific). El control positivo utilizado fue metronidazol; el
ensayo se realizé por triplicado y la concentracion inhibitoria
media fue determinada utilizando la prueba Probit.!”7

Citotoxicidad sobre células normales de mamifero

Fue utilizada la linea celular Vero de rifiéon de mono verde
africano (American Type Culture Collection: CCL-81). Las
células fueron cultivadas en medio M-199 (Gibco, cat.
11150-059) suplementadas con 4 % de suero fetal bovino, 100
U/mL de penicilina G y 100 pg/mL de estreptomicina a 37 °C
en atmosfera himeda con 5 % de CO,. Para el ensayo de
citotoxicidad se utilizaron microplacas de 96 pozos con 3,000
cel/pozo en un volumen de 100 L. La suspension celular fue
incubada a 37 °C en atmoésfera hiimeda con 5 % de CO, por 24
h, después de este tiempo, a cada pozo se le adicionaron 100 yL
del medio de cultivo con las diferentes concentraciones del
extracto metandlico: 0, 100, 300, 500 y 1,000 yg/mL. El control
positivo utilizado fue Tritén X-100 al 2.5 %, las microplacas se
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incubaron 24 h mds, bajo las mismas condiciones.
Posteriormente para determinar la citotoxicidad, se adicionaron
a cada pozo 10 uL del reactivo Cell Titer-Blue (Promega, cat.
G8080) y se incubaron por 2 h mds y se determind la
absorbancia a 550 nm utilizando un lector de microplacas
(Biotek, Modelo ELX800). Se estimé el porcentaje de
viabilidad y la Concentraciéon Inhibitoria 50 % (Clsy). Se
realizaron tres ensayos independientes por triplicado.

Pruebas Fitoquimicas

Se realizaron las siguientes pruebas quimicas para la
identificacion parcial de grupos funcionales: la prueba de
Liebermann-Burchard para  determinar triterpenos 'y
compuestos esteroidales, la prueba de Salkowski para
determinar esteroles y metilesteroles, la prueba de Shinoda para
compuestos de tipo flavonoide, la prueba de Baljet para
sesquiterpenlactonas, la prueba de Dragendorff con Ia
modificacién de Munier y Machelobuf para la determinacién de
alcaloides, la prueba de bromo en tetracloruro de carbono para
insaturaciones, la prueba del permanganato de Potasio, para
dobles enlaces, la prueba de 2.4- Dinitrofenilhidracina para
grupo carbonilo, la prueba de Molisch para azicares, la prueba
de NaOH para determinar lactonas, la prueba de Borntrager
para determinar naftaquinonas y antraquinonas, la prueba del
cloruro férrico FeCly para determinar oxihidrilos fendlicos, la
prueba para la determinacién de cumarinas y la prueba del
bicarbonato de sodio para presencia de saponinas.!®

Analisis Estadistico

El porcentaje de viabilidad para artemia fue transformado
utilizando Arcosin O por el ensayo de normalidad
(Kolmogorov-Smirnov), y la comparaciéon fue realizada
utilizando un andlisis no paramétrico de varianza (si fue normal)
o la prueba Kruskal-Wallis.!” Para el andlisis estadistico fue
utilizado el software SPSS, version 10.0 (SPSS, Inc.)

Resultados y discusion

El proceso de extraccién por maceracioén utilizado con las
diferentes partes de la planta H. amplexicaule presentd
rendimientos diferentes, donde, las hojas mostraron el mayor
rendimiento con un 7.12 %, seguidos por las flores con un 5.13
%, el tallo con un 3.38 % y finalmente la raiz con un 3.28 %.
Los extractos metandlicos de hojas, raiz, inflorescencias y tallos
presentan actividad sobre E. histolytica HM1:IMSS con una
CI50 de 114, 2,36 y 8 ug/mL respectivamente (Tabla 1). Estos
resultados sobre E. histolytica son consistentes con los
reportados de Turnefortia densiflora, la cual mostrd actividad
con una Clsy de 69.1 pg/mL;20 asi como los reportados con el
extracto metandlico de B. officinalis (Cls, de 33 pg/mL)}
ambas plantas de la misma familia que H. amplexicaule.
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La toxicidad de los extractos metandlicos sobre A. salina
mostraron una DLs, > 1,000 yg/mL (Tabla 1), de acuerdo al
criterio utilizado,!# estos resultados nos indican que el extracto
metandlico no tiene efecto téxico en ninguna de las dosis
probadas comparadas con el control positivo (K, Cr, O al 5 %)
(P>0.05).

Tabla 1. Actividad amebicida de extractos metandlicos
de H. amplexicaule

H. amplexicaule Cl;, E. histolytica (ug/mL)
Tallo 8 (£0.004)
Hojas 114 (+0.006)
Raiz 2(+0.008)
Flor 36 (+0.003)
Metronidazol 0.0846 (+0.002)

Concentracion inhibitoria media (Clsy)) sobre E. histolytica de los
extractos metandlicos de hojas, raiz, flor y tallo de H. amplexicaule,
metronidazol utilizado como control positivo. Los resultados son
promedio + DE de tres experimentos independientes.

La citotoxicidad de los extractos sobre células Vero presentaron
una Cls, de: 150, 175, 200 y 250 ug/mL para flor, hoja, tallo y
raiz, respectivamente. De estos resultados se destaca la
especificidad del extracto metandlico de raiz ya que en este la
Clsq para las células Vero es de 250 ug/mL y la Cls, para E.
histolytica es de 2 pg/mL, por lo que resulta 125 veces menor la
dosis de la raiz para obtener la Clsy de E. histolytica, seguido
por el extracto de tallo (Figura 1). Sin embargo se recomienda
que el H. amplexicaule (heliotropo) sea consumido por periodos
cortos debido a que contiene alcaloides del tipo pirrolizidinicos
que pueden causar dafio en higado.2!: 10 Ninguno de los
extractos mostrd actividad antimicrobiana a una concentracion
de 40 pg/mL sobre los microorganismos probados, esto difiere
con los reportados en Cordia curasabica, Cordia allidora y
Cordia gilleti plantas de la misma familia?2-23-24 en los cuales
las CMIs obtenidas oscilan entre 62 y 1,000 pg/mL para
bacterias Gram positivas y negativas.

Especificidad de H. amplexicaule sobre E. histolytica
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Hojas Raiz Flor Tallo

Figura 1. Actividad amebicida (Cls;, ng) de los extractos
metanoélicos de hojas, raiz, flor y tallo de H. amplexicaule
comparada con la citotoxicidad de los mismos sobre células vero.

22

Los resultados de las pruebas quimicas realizadas a los
extractos probados de H. amplexicaule, indicaron que contienen
lactonas, fenoles, aziicares, terpenos, esteroles y alcaloides. El
potencial terapéutico de las plantas de la familia Boraginaceae,
ha sido demostrado y atribuido a compuestos fitoquimicos
polares como compuestos fendlicos, quinonas y alcaloides.? por
lo que la actividad amebicida presentada por H. amplexicaule
puede ser atribuida a la presencia de éstos compuestos.

Conclusiones

Los extractos metandlicos de H. amplexicaule poseen actividad
amebicida relevante, mostrando selectividad de acuerdo a la
toxicidad presentada sobre A. salina y la citotoxicidad sobre las
células normales de mamifero utilizadas. Por lo que la planta
mexicana H. amplexicaule tiene potencial para combatir
infecciones gastrointestinales concentrandose los compuestos
activos en la raiz.
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