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Resumen

Moussonia deppeana es conocida como tlachichinole, clachichinole, etc. En la medicina tradicional de México se utiliza
para tratar: padecimientos gastrointestinales, tos, Ulceras estomacales y/o duodenales, infecciones renales y vaginales.
Los extractos organicos fueron evaluados contra once cepas de micobacterias y tres parasitos. El extracto AcOEt resulto
activo contra Mycobacterium tuberculosis H37Rv, H37Rv resistente a etambutol y contra el aislado clinico SIN4 (CMI = 12.5
pg/mL), contra MMDO mostré una CMI=25 pg/mL. El extracto Hex resulté moderadamente activo contra H37Rv resistente
a etambutol y contra los aislados clinicos SIN4 y MMDO (CMI=25 pg/mL). Los extractos de Hex, AcOEt y EtOH resultaron
inactivos contras las micobacterias no tuberculosas (CMI > 50 ug/mL) y contra Giardia lamblia, Entamoeba histolytica y
Trichomona vaginalis mostrando 1Cs, >200 pg/mL. M. deppeana biosintetiza compuestos con actividad
antimicobacteriana.

Abstract

Moussonia deppeana is known as tlachichinole, clachichinole, etc. In Mexican traditional medicine is used to treat
gastrointestinal disorders, cough, stomach and duodenal ulcers, kidney and vaginal infections. The organic extracts
prepared by maceration were evaluated against 11 mycobacterial strains and three protozoal. The AcOEt extract was
active against Mycobacterium tuberculosis H37Rv, etambutol-resistant of H37Rv, and the clinical isolate SIN4 showed
MIC=12.5 pg/mL, and against MMDO showed an MIC = 25 ug/mL. The Hex extract resulted moderately active against
ethambutol-resistant of H37Rv and clinical isolates SIN4 and MMDO (MIC = 25 pg/mL). The Hex, AcOEt, and EtOH extracts
were inactive against non-tuberculous mycobacterium strains showed MIC >50 ug/mL and against Giardia lamblia,
Entamoeba histolytica, and Trichomona vaginalis showed 1Cs, >200 pug/mL. M. deppeana biosynthesized compounds with
antimycobacterial activity.
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Introduccion

Moussonia deppeana (Schldl and Cham) Hanst (sin. Kholeria
deppeana) pertenece a la familia Gesneriaceae y la infusion es
emplea en la medicina tradicional de México para tratar
padecimientos gastrointestinales, tos, dlceras estomacales y/o
duodenales, enfermedades renales, infecciones vaginales y
algunos tumores.!* Comidnmente es conocida como
tlachichinole, tlalchichinolli, cacahuatillo, clachichinole,
tochomi-tillo o valletilla, campanita.*-©

Se distribuye desde México (Chiapas, Hidalgo, Oaxaca, Puebla
y Veracruz) hasta Panama.>” En investigaciones fitoquimicas
previas de las partes aéreas aislaron [-sitosterol, B-D-
glucosilsitoste-rol, 4cido ursélico, dcido oleandlico, dcido 23,3
[-dihidroxiolean-12-en-28-oico, acido 2a.,3a-dihidroxi-
olean-12-en-28-oico, 2-metil-antraquinona, cromanona vy
estigmasterol .3 Ademds, Dominguez-Ortiz et al 5 al realizar un
andlisis fitoquimico preliminar de las partes aéreas reporta que
el extracto hexdnico (Hex) resulto positivo para la prueba de
quinonas y esteroles, el extracto de acetato de etilo (AcOEt) dio
positivo a flavonoides, cumarinas, quinonas y esteroles, y el
etandlico (EtOH) result6 positivo para flavonoides, saponinas y
cumarinas.

Respecto a la actividad bioldgica, se ha descrito que el extracto
metandlico (MeOH) de las hojas/tallo resulto activo contra
Helicobacter pylori mostrando una concentracién minima
inhibitoria (CMI) =15.6 pg/mL y el extracto acuoso fue inactivo
(CMI 21000 pg/mL).2 Por otro lado, el extracto MeOH de las
partes aéreas resultd poco activo contra tripomastigotes de
Trypanosoma cruzi (CM, g = 250-500 pg/mL).1°

En un estudio posterior, se describe que el extracto de AcOEt de
las partes aéreas mostré un importante actividad antioxidante in
vitro con la prueba de inhibicién del radical 2, 2- dipicrilhi-
drazina (DPPH), asi como en la prueba de poder reductor del
i6n férrico (FRAP). El extracto Hex presentd una mejor
actividad antiinflamatoria en el modelo de inflamacién inducida
con 13 acetato de tetradecanoilforbol (TPA) en la oreja del ratén
y s6lo el extracto de AcOEt generd un efecto antiinflamatorio
parcial en el modelo de edema subplantar inducido con
carragenina en ratén.> Los autores atribuyen la actividad
antiinflamatoria y antioxidante a la presencia de polifenoles.

Es importante mencionar que las enfermedades causadas por
pardsitos constituyen un problema de salud ptiblica en paises en
vias de desarrollo, ya que disminuyen la calidad de vida de las
personas infectadas. Entre estas enfermedades se encuentran las
ocasionadas mayormente por Giardia lamblia y Entamoeba
histolytica, las cuales estdn entre las infecciones parasitarias
mds viejas de los seres humanos y continua siendo una causa
importante de morbi y mortalidad en todo el mundo.!!

En las dltimas décadas y como resultado de la constante
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migracién de paises en vias de desarrollo donde la presencia de
enfermedades tropicales es endémica, se estd ocasionando que
estas enfermedades aparezcan en los paises del primer mundo,
siendo las infecciones parasitarias las  principales
patalogias.'>!3 En México, en el afio 2010 la Secretaria de
Salud report6 que las infecciones gastrointestinales ocasionadas
por pardsitos se encuentran dentro de las 20 principales causas
de enfermedades transmisibles, siendo los  grupos mds
vulnerables los nifios en edad escolar y los ancianos.!* Es bien
conocido que las farmacos disponibles para tratar estos
padecimientos producen diversos efectos secundarios y existe
un incremento alarmante de casos ocasionados por pardsitos
que son resistentes a los farmacos actuales. G. lamblia y E.
histolytica son dos de los pardsitos clinicamente mas
importantes que causan la diarrea y recientemente, se ha
descrito que aprox. 280 millones de personas estdn infectadas.!>
Por otro lado, al afio aparecen aprox. 10 millones de casos
nuevos de tuberculosis (TB), mueren cerca de 2 millones de
personas y una tercera parte de la poblaciéon mundial estd
infectada con Mpycobacterium tuberculosis. Los casos
multifarmacoresistentes (MFR) y de resistencia extendida
(XFR) van en aumento por lo que se requiere de nuevas
alternativas de tratamiento que muestren mecanismos de accién
diferente a los farmacos existentes, con menos efectos
secundarios y que acorten el periodo de tratamiento. Datos
epidemioldgicos describen que de todos los casos MFR sélo se
curan entre el 50 y 70% y entre el 5 y 6% de los casos MFR son
XFR. Para el tratamiento de esta enfermedad se cuenta con
farmacos de primera y segunda linea; sin embargo, los
tratamientos son a base de multiterapia (de 4 a 8 farmacos) lo
que ocasionan diversos y severos efectos secundarios, son
prolongados (hasta de 30 meses en casos de MFR), de elevado
costo, lo cual incide en el poco apego y abandono de los
mismos.!6-18

Tomando en cuenta el grave problema de salud que representa
la. TB y las parasitosis, aunado al problema de
farmacoresistencia, en la actualidad se realizan investigaciones
sobre la flora medicinal mexicana con miras a encontrar fuentes
alternas de moléculas bioactivas, las cuales pueden constituir
prototipos estructurales para el desarrollo de nuevos farmacos.
Continuando con la investigacién de los extractos Hex, AcOEt
y EtOH de M. deppeana, en este trabajo reportamos su actividad
antimicobacteriana y antiprotozoaria in vitro.

Material y métodos

Colecta del material vegetal

M. deppeana fue colectada en Rancho Viejo-Cinco Palos,
Municipio de Coatepec, Veracruz, México en Noviembre del
2010. La identificaciéon taxondémica de la especie vegetal fue
realizada por el Tax6nomo Luis Hermann Bojérquez Galvan y



un ejemplar de herbario (CIB8987) fue depositado en el
Herbario del Instituto de Investigaciones Bioldgicas de la
Universidad Veracruzana.

Preparacion de los extractos crudos

Las hojas de M. deppeana (198.7 g) se secaron a temperatura
ambiente, se cortaron en trozos pequefios y fueron sometidas a
un proceso de maceracion exhaustiva en la oscuridad con
solventes de creciente polaridad (Sigma-Aldrich), de esta forma
se obtuvieron tres extractos: Hex, AcOEt y EtOH, los cuales
fueron concentrados en un rotaevaporador (Heidolph
LABOROTA 4000) acoplado a una bomba de vacio (ShelLab).
Los extractos crudos fueron almacenados en frascos dmbar a
temperatura ambiente hasta su utilizacién.

Evaluacion de la actividad antiprotozoaria

Para este ensayo, se empled Entamoeba histolytica
(HM1-IMSS) y Trichomona vaginalis (GT9), estas cepas
fueron cultivadas en un medio modificado TYI-S-33
complementado con 10% de suero bovino; ademads, se utilizé
Giardia lamblia (IMSS:0989:1) que se mantuvo en un medio
TYI-S-33 enriquecido con 10% de suero bovino y bilis bovina.
Las pruebas de susceptibilidad in vitro fueron desarrolladas
usando un método previamente descrito.!? Se incubaron 5x10*
trofozoitos de G. lamblia a 37° C por 48 hrs con diversas
concentraciones de los extractos a ensayar. Después de la
incubacioén, los trofozoitos de G. lamblia fueron lavados y
recultivados por otras 48 hrs en medio fresco solo. Para E.
histolytica y T. vaginalis, se cultivaron 6x10° trofozoitos a 37°
C por 72 hrs con concentraciones crecientes de los extractos.
Los extractos a evaluar fueron solubilizados en
dimetilsulféxido (DMSO) y se incluyé metronidazol como
control positivo y pardsitos sin tratamiento como control
negativo. Los trofozoitos de los tres microorganismos se
contaron al finalizar el experimento y se calculd la
concentracién inhibitoria media (Clsy) mediante andlisis Probit.
Los experimentos se realizaron dos veces por triplicado.

Evaluacion de la actividad antimicobacteriana

Se emplearon las siguientes cepa de micobacterias: M.
tuberculosis  H37Rv ~ (ATCC  27294), cuatro cepas
monoresistentes de M. tuberculosis H3Rv [resistente a
isoniazida -INH- (ATCC 35822), resistente a estreptomicina
-STR- (ATCC 35820), resistente a rifampicina -RIF- (ATCC
35838) y resistente a etambutol -EMB- (ATCC 35798)], dos
aislados clinicos MFR de M. tuberculosis (SIN 4 y MMDO) y
contra cinco cepas de micobacterias no tuberculosas: M. avium,
M. abscesus, M. fotuitum y M. smegmatis. M. tuberculosis
H37Rv es sensible a los cinco farmacos de primera linea (INH,
RIF, EMB, STR vy pirazinamida -PZ-), el aislado SIN4 es
resistente a INH, RIF, EMB, STR, PZ, rifabutina, etionamida
y ofloxacina y el aislado MMDO es resistente a INH y EMB.

S FARMACEUTICAS

La evaluacién se determiné por el micrométodo colorimétrico
de alamar azul (MABA) descrito previamente.!9-20

Las micobacterias se hicieron crecer en medio Middlebrook
7TH9 enriquecido con 0.2% de glicerol y 10% de OADC (4cido
oleico, albumina, dextrosa y catalasa). La suspensién bacteriana
ajustada al tubo No 1 del nefelémetro de McFarland, se diluy6
1:50 con el mismo medio para obtener 6x10° unidades
formadoras de colonias (UFC)/mL. El ensayo se realizé en
microplacas estériles de 96 pozos estériles y se incluyeron
controles de microorganismo, de disolvente y de farmacos:
rifampicina e isonizida (para cepas sensibles); rifampicina,
isonizida, etambutol, estreptomicina y ofloxacina (para cepas
MFR). La actividad antimicobacteriana se reporta como CMI y
son activas las muestras que muestran una CMI <50 pg/mL.

Resultados y discusion

Mediante proceso de maceracion de las hojas se obtuvieron los
extractos de polaridad creciente por separado y libre de solvente
orgdnico: 1.68 gr de extracto Hex (con rendimiento de 0.84%),
2.01 gr de extracto de AcOEt (con rendimiento de 1.01%) y 10
g de extracto EtOH (con rendimiento de 5.03%), los
rendimientos estdn reportados respecto a la planta seca. Los
resultados de la evaluacién antimicobacteriana de los extractos
se describen en la Tabla 1. El extracto de AcOEt resulté mas
activo contra la cepa de referencia (H37Rv), la cepa H37Rv
resistente a EMB y contra el aislado clinico SIN4, mostrando
una CMI = 125 pug/mL; este extracto también inhibid
moderadamente el crecimiento del aislado clinico MMDO
(CMI =25 pg/mL).

El extracto Hex result6 moderadamente activo contra los dos
aislados clinicos MFR (SIN4 y MMDO) y contra H37Rv
resistente a EMB, mostrando una CMI = 25 pg/mL. Por el
contrario, el extracto EtOH resultd inactivo contra todas las
cepas de M. tuberculosis probadas y los tres extractos (Hex,
AcOEt y EtOH) resultaron inactivos contra las cuatro cepas de
micobacterias no tuberculosas (CMI >50 pg/mL). La actividad
observada en los extractos poco polares (Hex y AcOEt) es de
esperarse, ya que la mayorfa de investigaciones realizadas para
la obtencion de compuestos antimicobacterianos se realizan en
este tipo de extracto y los componentes responsables de la

actividad son de naturaleza lipofilica principalmen-
te.19-21.252628-32

La actividad que el extracto de AcOEt mostr6 contra el aislado
clinico MFR SIN 4 es de gran importancia debido a que este
aislado clinico es resistente a firmacos de primera y segunda
linea (resistente a INH, RIF, EMB, STR, rifabutina, etionamida
y ofloxacina). Los casos provocados por cepas MFR y XFR van
en aumento (5.3 % de todos los casos de TB son MFR), son de
dificil tratamiento y s6lo se curan aprox. el 70% de estos;
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aunado a que los tratamientos son prolongados (hasta de 30
meses), de alto costo y provocan severos efecto
secundarios.!”!8 Por lo que es urgente encontrar fuentes
alternas para la obtencién de compuestos antituberculosos y una
de estas fuentes lo constituyen las plantas medicinales de
nuestro pais.!920

Tabla 1. Actividad antimicobacteriana de los extractos
organicos de M. deppeana.

CMI (ug/mL)
H37Rv|R-EMB|R-INH|R-RIF|R-STR{MMDO| SIN4
Ext Hex >50 25 >50 | >50 | >50 25 25
ExtAcOEt | 12.5 12.5 >50 | >50 | >50 25 12.5
Ext EtOH >50 >50 >50 | >50 | >50 >50 | >50
Rifampicina | 0.06 006 | 006 | >25 | 0.06 100 | 100
Isoniazida 0.06 0.06 >25 | 0.06 | 0.06 3.1 3.1
Estreptomicina| 0.5 0.5 0.5 0.5 >8 >4 >4
Etambutol 2.0 >32 1.0 1.0 1.0 >16 | >16
Ofloxacina 8.0 8.0

Muestra

M. tuberculosis H37Rv: cepa sensible a isoniazida, rifampicina, etambutol,
estreptomicina y pirazinamida; R-INH: resistente a isoniazida, R-STR:
resistente a estreptomicina, R-RIF: resistente a rifampicina y R-EMB:resistente
a etambutol; SIN 4: aislado clinico resistente a isoniazida, rifampicina,
etambutol, estreptomicina, pirazinamida, rifabutina, etionamida y ofloxacina;
MMDO: aislado clinico resistente a isonizida y etambutol.

Por otro lado, trabajos previos describen que esta especie
biosintetiza dcido ursélico y dcido oleandlico.? por lo que estos
dos compuestos pueden ser responsables de la actividad
antimicobacteriana mostrada por los extractos Hex y AcOEt.
Estos compuestos presentan una CMI < 50 pg/mL contra M.
tuberculosis H37Rv al ser evaluado por ensayo MABA 21-27 Por
andlisis en cromatografia de capa fina de silica gel (ccf, Merck)
de los extractos activos (Hex y AcOEt) se detectd la presencia
de estos triterpenos, mostrando un factor de referencia (Ry) igual
al estdndar comercial del 4cido ursélico y del dcido oleandlico
(Sigma) cuyo valor fue de 0.76 empleando como sistema de
elucion CH,Cl,:MeOH 96:04, en estas mismas condiciones y en
los mismos extractos se detecté también el B-sitosterol (R =
0.8) por comparaciéon con un estdndar comercial (Sigma). De
manera adicional, por andlisis en ccf del extracto EtOH se
detectd6 un polifenol al revelar las placas con
difenilboriloxietilamina en MeOH al 1% y polietilenglicol en
etanol al 5% (NP/PEG, Sigma), presentando un R;=0.18 en el
sistema AcOEt:EtOH:H,O (100:13.5:10), estd en proceso su
aislamiento y posterior identificacién. Por otro lado, se estd
realizando la investigacion de tipo fitoquimico biodirigido para
confirmar si estos triterpenos (4cido ursélico y 4cido
oleandlico) son los responsables de la actividad
antimicobacteriana observada en los extractos de Hex y de
AcOEt y si existen compuestos adicionales que contribuyen a la
actividad bioldgica observada.
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Los resultados obtenidos de la evaluacion antiprotozoaria
muestran que los tres extractos, resultaron inactivos contra G.
lamblia, E. histolytica y T. vaginalis, mostrando una Clsy > 200
pug/mL (Tabla 2). Cabe mencionar que el uso tradicional que se
le atribuye a la especie para tratar padecimientos
gastrointestinales,!? puede estar relacionada con infecciones
provocados por bacterias o virus y no por pardsitos, por lo que
se necesita evaluar el efecto antibacteriano y antiviral de estos
extractos para confirmar el uso tradicional que se le atribuye a
esta especie para padecimientos gastrointestinales. Cabe
mencionar que el extracto MeOH de la partes aéreas de la
especie fue activo contra H. pilory (CMI = 15.6 ug/mL).% por lo
que es muy probable que los extractos evaluados en este trabajo
muestren importante actividad antibacteriana.

Tabla 2. Actividad antiprotozoaria de los extractos
organicos de M. deppeana

Protozoario Clsy (ug/mL)
Ext. Hex | Ext. AcOEt | Ext. EtOH | Metronidazol
G.lamblia | 318.15 306.2 30747 0210
E .histolytica | 297.58 253.65 229.80 0.06
Twaginalis | 365.83 325.17 310.70 0.037

IC,: concentracion inhibitoria media

Conclusiones

El extracto AcOEt y Hex de M. deppeana muestran
principalmente actividad antimicobacteriana por lo que puede
constituir una fuente importante de compuestos activos, sobre
todo activos contra aislados clinicos de M. tuberculosis MFR.
Ambos extractos resultaron inactivos contra los pardsitos
evaluados.
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