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RESUMEN

Se determiné la actividad amebicida, an-
tioxidante y perfil fitoquimico de extractos
metanolicos de callo cultivado in vitro y
secciones de tallo de planta ex vitro de
Astrophytum myriostigma. Se obtuvieron
extractos metanolicos de ambos tejidos para
evaluar la actividad amebicida sobre Enta-
moeba histolytica HM1-IMSS, la actividad
antioxidante (DPPH 2,2-diphenyl-1-picryl-
hydrazyl) y su perfil fitoquimico. Para
ambos extractos, la actividad amebicida
resulté satisfactoria con una concentracion
inhibitoria media menor de 100 pug/mL. Los
resultados del perfil fitoquimico indican la
presencia de metabolitos secundarios dife-
rentes en callo y tallo, mientras que el callo,
posee oxidrilos fenolicos y flavonoides,
en tallo no estan presentes, lo que puede
ocasionar la diferencia en los resultados
de la actividad antioxidante, para callo una
concentracion efectiva media de 199.19
pg/mL y para tallo de 3961.39 ug/mL. La
presencia de estos metabolitos en callo de
Astrophytum myriostigma, se debe proba-
blemente a las condiciones y a los nutrientes
presentes en el medio in vitro.

Palabras clave: cacticea, cultivo in vitro,
extractos metandlicos, Astrophytum myrios-
tigma, actividad biologica.

ABSTRACT

Methanolic extracts were obtained from
both in vitro and ex vitro tissues of Astro-
phytum myriostigma to develop a phyto-
chemical profile, probe antioxidant activity
(DPPH 2, 2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl)
and evaluate amoebicid activity against
Entamoeba histolytica HM1-IMSS. The
phytochemical profile results indicate the
presence of different secondary metabolites
in callus and stem; whereas the callus has
phenolic oxidrils and flavonoids, these are
not present in the stem, which may cause
the difference in the antioxidant activity
between callus with an IC_  of 199.19
pg/mL and stem with 3961.39 pg/mL. The
amoebicid activity was satisfactory with
an IC_ of <100ug/mL for both extracts.
The presence of these metabolites in callus
of Astrophytum myriostigma is probably
due to conditions and nutrients present in
media.
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INTRODUCCION

Desde tiempos remotos, las plantas se han
utilizado como nuevos agentes terapéuticos
y sus usos se han transmitido de generacion
en generacion, de forma oral o escrita. La
importancia de los productos naturales en
medicina, se basa no solamente en sus efec-
tos farmacoldgicos o quimioterapéuticos,
sino en la posibilidad que ofrecen para poder
desarrollar a partir de sus estructuras, nuevas
drogas. Por lo cual México ha ido sumando-
se a la corriente mundial en la busqueda de
nuevos compuestos y a lo largo del pais exis-
ten instituciones cientificas que se dedican a
la biisqueda de nuevos fitofarmacos.

La familia cactacea es endémica de América
(Rojas y Vazquez, 2000). Muchas de sus
especies son de gran importancia, ya que los
pueblos indigenas les han dado usos muy
variados siendo uno de ellos el medicinal,
se han utilizado como: analgésicos, anti-
bidticos, diuréticos, antitusivos, afecciones
cardiacas y nerviosas entre otras, debido a
estos usos, las investigaciones sobre esta
familia se han incrementado (Anderson,
2001; Bravo-Hollis y Scheinvar, 1995).
Otra caracteristica importante de esta fami-
lia es la gran cantidad de compuestos qui-
micos que presenta, entre los que podemos
mencionar flavonoides, alcaloides, saponi-
nas, taninos, ceras, mucilagos, entre otros
(Bravo-Hollis y Sanchez, 1978). Estudios
recientes realizados por diferentes grupos
de trabajo validan mucha de la informacion
referida empiricamente, como es el caso
de la actividad bactericida y citotoxica de
Lophocereus schottii (Morales, 2006), ac-
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tividad citotoxica de Pereskia bleo (Malek
et al., 2009), actividad antioxidante de
Echinocereus stramineus (Trevifio, 2009),
Opuntia humifusa Raf (Cho et al., 2006) y
Opuntia ficus-indica (Saleem et al., 2006),
efecto protector de Opuntia ficus indica
(Hfaiedh et al., 2008), como alternativa en
el tratamiento de la isquemia y el estrés oxi-
dativo inducido por las enfermedades neu-
rodegenerativas (Huang et al., 2009). Sin
embargo este conocimiento, incrementa la
utilizacion de estos recursos vegetales, por
lo que es importante tener alternativas para
el uso sustentable de estos recursos y no
ponerlos en riesgo de sobreexplotacion; una
alternativa para evitarlo, es la biotecnologia
através del cultivo de tejidos vegetales, que
consiste en colocar secciones de la planta
en medios nutritivos adecuados, en forma
aséptica y bajo condiciones controladas
(Hurtado y Merino, 1987).

En el sector salud, actualmente a nivel
mundial, existen graves problemas, en
particular en los paises en vias de desarro-
llo, las enfermedades parasitarias causan
grandes pérdidas economicas (WHO, 2007
Barron-Gonzalez et al., 2008). Entamoeba
histolytica es un protozoario parasito in-
testinal que ocasiona aproximadamente
100 000 muertes al afio (Van Hal et al.,
2007; Gonzales et al., 2009). Existen pocas
alternativas para el tratamiento de la enfer-
medad, durante décadas se ha utilizado el
metronidazol contra parasitos incluyendo E.
histolytica (Leitsch et al., 2007). Se tienen
reportes de resistencia al metronidazol, asi
como efectos secundarios en el humano y
en ratones es mutagénico y carcinogénico
(Samarawickream et al., 1997). Muchas
especies de plantas son empleadas en
enfermedades diarreicas, como es el caso
de Artemisia ludoviciana que se utiliza
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en infusion, para su validacion cientifica
se evaluaron extractos de hojas de plantas
adultas, teniendo actividad antiparasitaria
contra Entamoeba histolytica y Giardia
lamblia en condiciones in vitro (Said et al.,
2005), mientras que Castela texana logra
inhibir un 50% en el enquistamiento de
Entamoeba invadens (Calzada et al., 2001);
también es efectiva contra E. histolytica,
conuna CI de 218.5 pg/mL (Barron-Gon-
zalez et al., 2008).

Otra propiedad importante que se aprovecha
de las plantas es la presencia de compuestos
antioxidantes, los que estan relacionados
especificamente con oxidrilos fenolicos,
metabolitos que actuan contra los radica-
les libres, moléculas que desempefian un
importante papel como mediadores en la
regulacion de varios procesos fisiologicos,
sin embargo, frente a agresiones externas
tales como infecciones y/o contaminantes
ambientales, tienden a incrementarse y
volverse dafiinos para las células (Droge,
2002). Conocer este tipo de propiedades
presentes en las plantas, nos permite tener
ademas de un nuevo fitofarmaco un com-
puesto que favorece la captura de radicales
libres.

Astrophytum myriostigma (Fig. 1) es una
cactacea de tallo simple o cespitoso, dis-
tribuida en matorrales rosetofilos en los
estados de San Luis Potosi, Coahuila, Nuevo
Leén y Tamaulipas (Bravo-Hollis y San-
chez, 1991; Anderson, 2001; Gémez, 2001).
Sobre esta especie, se tienen principalmente
estudios de ecologia, ya que es una especie
muy apreciada como ornamental, por lo
que el presente trabajo tuvo la finalidad
de determinar la actividad amebicida y
antioxidante, asi como el perfil fitoquimi-
co de los extractos metandlicos de tallo y

callo de Astrophytum myriostigma, para asi
contribuir al conocimiento y utilizacion de
esta especie.

METODOS
Material biolégico

Plantas adultas de Astrophytum myriostigma
fueron adquiridas en la empresa denomina-
da Semillas y Plantas Desérticas de México
en Saltillo, Coahuila. Los especimenes
fueron identificados en el Laboratorio de
Faner6gamas de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Autonoma de
Nuevo Leon, para luego ser depositados en
el herbario de esta facultad, en donde se le
asign6 el folio nim. 025519.

Entamoeba histolytica HM1-IMSS

Los cultivos in vitro de E. histolytica
HM1-IMSS, fueron proporcionados por el
Laboratorio de Biologia Celular del Depar-
tamento de Biologia Celular y Genética,
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de
la UANL.

Métodos
Induccidn de callo de A. myriostigma

Se utilizaron frascos de boca ancha con
tapon de rosca de 250 mL, en los cuales
se depositaron 30 mL de medio de cultivo
Murashige & Skoog (1962) adicionado con
30 g/L de sacarosay 7 g/L de agar, con base
en tres tratamientos: T1: MS con 2mg/L de
bencilaminopurina (BAP) y 3 mg/L de acido
2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D), T2: MS
con 3mg/L de 2,4-D y T3: MS con 2mg/L
de BAP y ademas un control TO: MS sin
reguladores de crecimiento.
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Fig. 1. Astrophytum myriostigma.

Desinfestacion y establecimiento del
cultivo in vitro

Para el establecimiento aséptico del cul-
tivo, se siguid el procedimiento recomen-
dado por Morales (2006), modificando
concentracion y tiempo de exposicion al
desinfectante. Los explantes (secciones
de tallo) se lavaron en agua corriente por
30 min, después se sumergieron en etanol
absoluto por 30 s, posteriormente se co-
locaron en una solucion de hipoclorito de
sodio comercial a 15% v/v con 100 mg/L de
acido ascorbico y 5 gotas de detergente no
ionico (Tween 20) por 10 min en agitacion
constante, dentro de la campana de flujo
laminar se enjuagaron tres veces con agua
bidestilada estéril. Para la siembra, los ex-
plantes se cortaron en fragmentos de 1 cm?
aproximadamente, se sembro un explante
por frasco y se realizaron 10 repeticiones

114

para cada tratamiento. Los frascos fueron
colocados bajo condiciones controladas
de luz (12 horas) (1450 lux, medible en un
luxémetro, Control Company© 2000) y a
una temperatura de 22°C + 2 por un periodo
de tiempo de cinco meses, subcultivaindose
cada mes.

Obtencion de extractos a partir de tallo

Se pesaron 50 g de tallo fresco de A. myrios-
tigma y se colocaron en matraces Erlenme-
yer con 100 mL de metanol, para su posterior
extraccion por maceracion a temperatura
ambiente y agitacion constante (250 rpm) en
un agitador (Dual Action Shaker Lab Line)
durante 3 d. Transcurrido éste tiempo, el
extracto se filtré con papel Whatman niim.
2; para concentrarlo posteriormente en un
rotavapor (Biichi 461) y se almacend a 4°C,
hasta el momento de su uso.
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Obtencion de extractos a partir de culti-
VoS in vitro

Se sigui6 el mismo procedimiento que para
el tallo, excepto que se utilizaron 20 g de
callo y 50 mL de solvente.

Pruebas cualitativas de perfil fitoquimico

A los extractos obtenidos, se les realizaron
las pruebas establecidas por Dominguez
(1973), utilizando placas de ceramica de
12 pozos.

Las pruebas realizadas fueron las siguientes:

Prueba del KMnO, para insaturaciones.
Se disuelve 1-2 mg de la muestra en 1 mL
de agua, acetona o metanol y se afiade gota
a gota una solucién de KMnO, al 2% en
agua. La prueba es positiva si se observa
decoloracion o formacion de precipitado
café, resultado de la formacion de dioxido
de magnesio.

Prueba de la 2-4 dinitrofenilhidracina
para grupo carbonilo. De 1-2 mg de la
muestra se disuelven en etanol, se le afiade
una solucion saturada de 2-4- dinitrofeni-
lhidracina en HCI 6N, la formacién de un
precipitado amarillo o naranja indica la
presencia del grupo carbonilo.

Prueba del FeCl, para oxidrilos fendlicos
(taninos vegetales). Se disuelven 1-2 mg de
la muestra en 1 mL de agua o etanol y pos-
teriormente se afladen unas gotas de cloruro
de fierro al 12.5% en agua. La aparicion de
un precipitado rojo, azul-violeta o verde es
considerado positivo.

Prueba de Liebermann-Burchard para
esteroles y triterpenos. Se mezcla 1 mL de

anhidrido acético y uno de cloroformo, se
enfria a 0°C y se le aflade una gota de acido
sulfurico. Gota a gota se aflade este reactivo
a la muestra o su solucion cloroférmica. Si
hay formacion de colores azul, verde, rojo,
anaranjado, etc., los que cambian con el
tiempo, la prueba sera positiva.

Prueba de Salkowski para esteroles y
triterpenos. Similar a la de Liebermann-
Burchard, 1-2 mg del extracto se pone en
contacto con 1 mL de acido sulftrico, se
desarrollan colores amarillo o rojo para
esteroles y metilesteroles.

Prueba de Molish para carbohidratos. En
un tubo de ensaye de 13 x 100 mm se coloca
1-2 mg de la muestra, se le agrega gota a gota
el reactivo de Molish (alfa-naftol al 1% en
etanol), luego 1 mL de acido sulfurico por
las paredes. La prueba es positiva cuando
se forma un anillo coloreado en la interfase
de color purpura.

Prueba de las coumarinas. Se disuelve 1-2
mg de muestra en NaOH al 10%, si aparece
una coloracion amarilla que desaparece al
acidular es positiva.

Prueba de Baljet para sesquiterpenlacto-
nas. A 1-2 mg del compuesto se les agregan
3-4 gotas de la solucion mezcla, siendo posi-
tiva si se torna de color naranja a rojo oscuro.

Prueba del H,SO, para flavonoides. Se
disuelve 1-2 mg de la muestra en H SO,
si se observa coloracion amarilla indica
la presencia de flavonoles, naranja-guinda
para flavonas, rojo-azuloso para chalconas
y rojo-purpura para quinonas.

Prueba de Shinoda para flavonoides. En
un tubo de ensaye 13 x 100 mm se coloca 1-2
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mg de la muestray 1 ml de etanol, se agrega
una limadura de magnesio y después se le
agregan unas gotas de HCI. Se considera
la prueba positiva si se presentan colores
naranja, 10jo, rosa, azul y violeta.

Prueba de Dragendorff para alcaloides. A
1-2 mg de muestra, se le afiaden 2 a 3 gotas
de los reactivos A (nitrato de bismuto y acido
acético glacial) y B (yoduro de potasio), la
aparicion de una coloracion naranja a rojiza,
se considera positiva.

Evaluacion de la actividad biol6gica sobre
Entamoeba histolytica

Medio de cultivo

Se sigui6 el método empleado por Barron-
Gonzalez et al., (2008). Se preparé medio
de cultivo para amibas a base de peptona
de caseina, extracto de levadura, L-cisteina,
acido ascorbico, citrato férrico de amonio
y D-glucosa anhidra, se mezclaron todos
los componentes y se disolvieron en 62.5
mL de extracto de higado y pancreas y se
afor6é a 500 mL con agua desionizada. El
pH se ajustd a un valor de 7.0 con NaOH
10N, el medio se coloco en tubos de ensaye
de borosilicato de 13 x 100 mm con tapon
de rosca conteniendo 5 mL del medio de
cultivo adicionado con 0.05 mL de solucion
de penicilina-estreptomicina (para evitar la
contaminacion bacteriana) y 0.5 mL de suero
bovino y se esterilizo en autoclave por 20
min a 121°C/15 1b de presion, después se
dejaron enfriar a temperatura ambiente y se
almacenaron a 4°C hasta su empleo.

Actividad amebicida

Para la evaluacion de la actividad amebi-
cida, los extractos se resuspendieron en
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dimetilsulféxido (DMSO), se ajustaron a
las concentraciones de 0.01, 0.1, 0.3 y 0.7
mg/mL y fueron esterilizados. Cada tubo
con medio de cultivo se inoculd con 1x10*
trofozoitos/mL y fueron incubadas a 37°C
por 96 h, en una incubadora Binder. Se
utiliz6 como control positivo el metroni-
dazol y como negativo DMSO. Después
del periodo de incubacion se contabilizo el
numero de trofozoitos/mL con una camara
de Neubauer. Cada concentracion se evaluo
en tres eventos independientes por triplica-
do, comparandose contra el crecimiento de
las cepas con el control negativo. Después
del periodo de incubacion se contabilizo el
numero de trofozoitos/mL con una camara
de Neubauer. La CI, se calcul6 mediante el
método estadistico Probit, con el programa
SPSS version 17.

Evaluacion de la actividad antioxidante

Se utiliz6 el método de Cottele et al. (1996).
La solucion estandar se prepard a una
concentracion de 0.1 mM de DPPH (2,2-
diphenyl-1-picryl-hydrazyl, Sigma-Aldrich)
en etanol absoluto. Se prepararon soluciones
metanolicas de los extractos concentrados
del tejido in vivo e in vitro a una concen-
tracion de 5 mg/5 mL, a partir de éstas se
elaboraron las diluciones correspondientes
para obtener concentraciones de 10,20, 50y
100 pg/mL. La mezcla de reaccion se realizo
en tubos de ensaye, a los que se adicionaron
750 uL de DPPH y 250 pL de las disolu-
ciones de cada extracto. Se hicieron cuatro
repeticiones por cada concentracion de cada
tipo de extracto, en dos eventos indepen-
dientes. Se utiliz6 como blanco la solucion
estandar de DPPH y como control positivo
acido ascorbico. Las mezclas de reaccion se
mantuvieron en agitacion a temperatura am-
biente por 30 min. La absorbancia se midid



Garza Padron, R.A. et al.: Actividad amebicida, antioxidante y perfil fitoquimico de A. myriostigma de callo y cactus.

después de 30 min a una longitud de onda de
517 nm en un espectrofotometro Spectronic
Genesys 5 (Tamil etal., 2003). Se determino
la concentracion de inhibicion media (CE, ),
la cual nos indica la concentracioén necesaria
para reducir el 50% del radical DPPH me-
diante el método estadistico Probit (SPSS
version 17).

RESULTADOS
Cultivo in vitro de A. myriostigma

Se obtuvo un porcentaje de desinfestacion
del 100% para todos los tratamientos, como
se muestra en la tabla 1; un mes después, se
produjo la desdiferenciacion hacia callo, en
el medio T3 adicionado con BAP 2 mg/L
(Fig. 2), mientras que en el resto de los
tratamientos se observo oxidacion y escasa
produccion de callo.

Metabolitos secundarios presentes en la
planta y tejido in vitro

Las pruebas cualitativas de tamizaje fito-
quimico en ambos extractos, resultaron
positivos para insaturaciones, triterpenos
y esteroles, carbohidratos, alcaloides, en el
tejido invitro fue positivo para lareaccion
de oxidrilos fenoélicos y flavonoides, mien-
tras que en tallo no se detectan.

Determinacion de la concentracion de
inhibicion media (Cl, ) de extracto meta-
ndlico de tallo y callo de A. myriostigma
sobre E. histolytica

Los resultados obtenidos se muestran en el
tabla 2. La CI,  de los extractos metandlicos
de tallo y callo se calcularon con base en el
analisis Probit mediante el programa SPSS
version 17.

Determinacion de la concentracion efecti-
vamedia (CE, ) de los extractos mediante
DPPH

En el tabla 3 se muestran los resultados
obtenidos para la actividad antioxidante.
Para determinar la CE, de los extractos de
A. myriostigma, se utiliz6 el analisis Probit,
mediante el programa SPSS version 17.

DISCUSION

El procedimiento de desinfestacion para el
establecimiento del cultivo in vitro de A.
myriostigma fue adecuada, ya que el por-
centaje de eficiencia de esterilidad fue del
100%, semejante al obtenido por Morales
(2006). En cuanto a la formacion de callo,
el tratamiento que indujo la mayor prolife-
racion de este tejido fue el de BAP 2 mg/L,
aun cuando este regulador es una citocinina
que fomenta la division celular y la brota-
cion, es importante tomar en cuenta que la
respuesta morfogenética del explante esta
también influenciada por las concentracio-
nes endogenas de fitohormonas, asi como
por las condiciones in vitro; por otro lado,
Gallegos y Vega (2002) obtuvieron mejor
rendimiento celular de callo para Astrophy-
tum asterias con MS (1962) adicionado de
3 mg/L de 2,4-D y 2 mg/L de BA.

Mediante las pruebas de tamizaje fitoquimico
se determind la presencia de insaturaciones,
triterpenos, carbohidratos y alcaloides para
ambos extractos, mientras que el extracto de
callo fue positivo para oxidrilos fendlicos y
flavonoides, al respecto, las condiciones in
vitro pueden favorecer la sintesis de ciertos
metabolitos, que en condiciones naturales
no ocurriria, se ha reportado la presencia
de oxidrilos fendlicos en otras especies de
cactaceas (Trevifio, 2009; Morales, 20006).
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Tabla 1. Respuesta a formacion de callo de los explantes sembrados de A. myriostigma en
medio Murashige & Skoog (1962) adicionado con reguladores del crecimiento vegetal.

Tratamiento = Medio Murashige &  Efectividad de la Respuesta obtenida

Skoog (1962) desinfestacion (%)
TO (Control)  Sin reguladores 100 Nula
T1 2mg/L BAP 100 Escasa formacion de
+3mg/L 2,4-D callo con oxidacion
T2 3mg/L 2,4-D 100 Escasa formacion de
callo
T3 2mg/L BAP 100 Abundante formacion
de callo

Fig. 2. Callo de A. myriostigma, dos meses de desarrollo.

Tabla 2. Concentracion de inhibicion media (CL,) de los extractos metanolicos de
A. myriostigma sobre E. histolytica.

Extracto *Clsg X2 p
(mg/mL)

Tallo 0.0270 3.6 0.056

Callo 0.0553 140594 0.000

n = 3. *ClL,, evaluada a partir de las dosis de: 0.01 a 0.3 mg/L extracto de tallo y de 0.01
a 0.7 mg/L extracto de callo.

118



Garza Padron, R.A. et al.: Actividad amebicida, antioxidante y perfil fitoquimico de A. myriostigma de callo y cactus.

Tabla 3. Concentracion efectiva media (CE,)) de los extractos metandlicos mediante la
reaccion con DPPH.

Extracto  *CEjs,
(ng/mL)

Tallo 3961.39

Callo 199.19

X2 p
3.86 0.974
34.49 0.001

n = 3. *CE,, evaluada a partir de las dosis de 10 a 100 pg/L.

El potencial amebicida del extracto de
tallo y callo es relevante, otros autores han
reportado actividad de diversas especies de
plantas sobre este protozoario, pero no en
miembros de la familia cactacea (Calzada-
Flores, 2001; Said et al., 2005).

Los resultados de la actividad antioxidante
son relevantes, sobre todo por la diferencia
de los valores entre el extracto de callo y el
de tallo; sin embargo, debido a los escasos
trabajos existentes sobre el tema y esta fami-
lia de plantas en particular es dificil discutir
con otros autores los datos obtenidos.

Podemos concluir que los resultados de la
presente investigacion contribuyen en el co-
nocimiento del perfil fitoquimico, actividad
amebicida y antioxidante de los extractos
metanolicos del tejido in vivo e in vitro de
A. myriostigma.

Se recomienda continuar con la investiga-
cion para evaluar diferentes componentes
del medio y modificar las condiciones del
cultivo in vitro para asi incrementar la
produccion de los metabolitos de interés
y tener este sistema como una alternativa
sustentable para la utilizacion de la especie
sin demeritar nuestros recursos vegetales.
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