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ABREVIATURAS

AVA = Acido Vainillinico Acetilado

AVL = Amebas de Vida Libre

EAG = Encefalitis Amebiana Granulomatosa

LCR = Liquido Cefalorraquideo

L.D50 = Dosis Letal Media

MAP = Meningoencefalitis Amebiana Primaria

Medio NNE = Medio de Cultivo: Agar No Nutritivo + Enterobacter aerogenes
(muerta por calor)

MeOH = Metanol

MIC = Concentracion Minima Inhibitoria

SNC = Sistema Nervioso Central

SSN = Solucién Salina de Neff



RESUMEN

Las amebas de vida libre del género Acanthamoeba tienen importancia clinica porque
algunas producen infecciones tales como la encefalitis amebiana granulomatosa y la queratitis
amebiana. Por lo que es necesaria la blsqueda de farmacos capaces de eliminar a los agentes
etioldgicos y que sean de baja toxicidad para el hospedero. Para ésto, se hicieron bioensayos con
los extractos acuoso y metandlico y algunos compuestos puros (linarina y acido vainillinico
acetilado) de Buddleia cordata (cominmente conocida como tepozin) sobre 22 cepas de
referencia de Acanthamoeba, 3 de Hartmannella y 4 de Vahlkampfia. Cabe mencionar que esta
planta se usa para curar enfermedades epiteliales, gastrointestinales y oftalmicas. La actividad de
los extractos no fueron significativos sobre las cepas de AVL probadas; de los compuestos puros
la linarina tuvo un efecto amebostatico en todas las cepas y el AVA un efecto amebicida en una
cepa, efecto amebostitico en 27 cepas y sin efecto en una cepa. La linarina dafia aparentemente a
los trofozoitos a partir de una concentracion de 2 mg/ml y el AVA de 1 mg/ml. En el estado de

quiste todas las cepas fueron resistentes a los extractos y a los compuestos.



INTRODUCCION

Los protozoarios pertenecen al reino protista, son un grupo heterogéneo formado por
aproximadamente 50 000 especies unicelulares que poseen organelos rodeados por una membrana.
Los podemos encontrar dondequiera que haya humedad: en el mar. en todo tipo de aguas dulces y
en el suelo; hay especies comensales, mutualistas y muchas parasitas. Aunque casi todos viven
como individuos solitarios, existen muchas formas coloniales que tienen tal grado de
interdependencia celular que se aproximan a un verdadero nivel estructural pluricelular. Las
especies coloniales o solitarias pueden ser moviles o sésiles. (Banes R.D.,1992)

Un grupo importante dentro de los protozoarios son las amebas, las cuales pueden ser de
vida libre, patégenas y no patdgenas. Dentro de las parasitas obligadas Entamoeba histolytica es un
microorganismo que se encuentra en el intestino grueso del hombre y que al extenderse por via
hematogena puede producir abscesos cerebrales; a diferencia de otros organismos comensales como
Entamoeba coli, Dientamoeba fragilis, Jodamoeba biitschlii y Endolimax nana. En el caso de las
amebas de vida libre (AVL), recientemente estas han generado un gran interés entre médicos y
microbiologos ya que varias especies de Acanthamoeba, pueden entrar por la piel o los ojos e
invadir el sistema nervioso y llegar al cerebro, pudiendo causar una muerte rdpida. (Jawetz et
al.1992)

Culbertson (1959) fue el primero en descubrir que algunas especies de AVL son patégenas
para animales. Fowler y Carter (1965) aislaron Naegleria fowleri de liquido cefalorraquideo (LCR)
y reportaron el primer caso de meningoencefalitis amebiana primaria (MAP), una enfermedad que
ataca el sistema nervioso central (SNC) y llega a ser fulminante para el hombre. Posteriormente se
encontrd que los organismos del género Acanthamoeba producen una enfermedad muy parecida a
la MAP, a la que denominan encefalitis amebiana granulomatosa (EAG) y en 1993, Visvesvara et
al., descubrieron un nuevo microorganismo del género Balamuthia que también produce este tipo
de enfermedad. Por otro lado, Nagington et al. (1974) describieron los primeros casos de queratitis
producida por organismos del género Acanthamoeba, enfermedad que se ha ido incrementando
principalmente en usuarios de lentes de contacto. Se han reportado pocos casos de enfermedades en

tejidos, agallas y contenidos intestinales de peces (Kingston y Taylor, 1976) y de heces de caracol
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(Taylor 1977), asi como del tracto intestinal de reptiles (Franke y Mackiewicz, 1982) producidas
por Acanthamoeba y Hartmannella. No se ha reportado el género Naegleria en animales. (John,
1993)

Las clasificaciones de las AVL constantemente se estan modificando; anteriormente se
utilizaban pardmetros como son los morfoldgicos, la division nuclear, la tolerancia a la
temperatura, el andlisis de isoenzimas y grados de patogenicidad y en la actualidad se utilizan
técnicas bioquimicas mas especificas y sofisticadas. En la Tabla No. 1, se menciona de manera
general la clasificacion del reino protista, donde se incluyen a las AVL, ésta fue promulgada por la

Sociedad de Protozoologos en 1985. (Visvesvara, et al., 1990)



Nivel

Clasificacién

Reino Protista
Subreino Protozoa
Phylum Sarcomastigophora
Subphylum Sarcodina
Superclase Rhizopoda
Clase Lobosea [ Acarpomyxea
Subclase Gymnamoebia
Orden Amoebida ISchizopyrenida I Leptomyxida
Suborden Acanthopodina | Tubulina
Familia Acanthamoebidae | E bidie | Vahlkampfiidae | Hartmannellidac | Leptomyxidac
Género Acanthamoeba | Entamoeba | Naegleria Hartmannella
Vahlkampfia
Especies | 4. astronyxis E. histolytica | N. fowleri H. vermiformis | B. mandrillaris
A. castellanii N. gruberi
A. comandoni N. jadini
A. griffini N lovaniensis
A hatchetti N. australiensis
A. lenticulata V. avara
A. palestinensis V. inornata
A. polyphaga
A. rhysodes
A. spp.

Tabla No. 1 Clasificacién del reino Protista




Especies de Acanthamoeba

El ciclo de vida de Acanthamoeba tiene inicamente dos estadios: el de trofozoito y el de
quiste (Fig. No. 1). El tamaifio del trofozoito varia en las diferentes especies (24-56 pm), se
caracteriza por un nicleo simple y un largo cariosoma o endosoma. La motilidad de Acanthamoeba
es lenta, forma espinas o pseuddpodos filosos llamados acantépodos; se les puede observar una
vacuola contréctil que se vacia y reaparece en 1-2 minutos y se desplazan en lineas rectas, ya que
dejan surcos en las placas de agar. La division nuclear es metamitotica, durante ésta (cariocinesis)
desaparece la membrana nuclear y la del nucleolo. Estos microorganismos se alimentan de bacterias
como Escherichia coli y algunas especies de Enterobacter, asi como de otros bacilos entéricos
gram negativos.

El quiste consta de una doble pared, el ectoquiste que por lo general es arrugado y el
endoquiste que es liso. El tamaiio de los quistes varia de 13 a 20 um en las diferentes especies. Los
poros u ostiolos son visibles en ciertos intervalos de las paredes de los quistes, donde el ectoquiste
tiene contacto directo con el endoquiste. El nimero de poros también varia en las diferentes
especies, pues pueden tener de 3 hasta 7. Los quistes son muy resistentes al calor, al frio e incluso a
varios agentes antimicrobianos; cuando el ambiente es favorable, las amebas exquistan hasta en 3
dias.

Ahora, las especies patdgenas y no patdgenas son reconocidas como microorganismos
comunes del suelo, del agua, del polvo, de los filtros de aire, de las heces humanas y de animales,

asi como en tejidos y 6rganos enfermos (Visvesvara et al., 1990).

Encefalitis Amebiana Granulomatosa (EAG)

La EAG por lo general se presenta en personas enfermas, que se encuentran bajo terapias
inmunodepresivas. Las enfermedades fundamentales que se reportan en EAG son la enfermedad de
Hodgkin, sistema lupus eritematoso, diabetes mellitus, deficiencia G6PD, alcoholismo y SIDA

entre otras. Sin embargo, no todos los enfermos son victimas de la EAG por el hecho de estar



inmunocomprometidos o debilitados. ya que algunas veces se presenta en individuos
completamente sanos (John, 1993).

Esta enfermedad no esta bien definida como la que produce N. fowleri El curso de la
infeccion en EAG es subaguda o cronica, puede durar de semanas a meses y en algunos casos hasta
afios. Se caracteriza por una lesion focal granulomatosa en el cerebro y su curso clinico es mas
prolongado.

La infeccién por Acanthamoeba ocurre a través del tracto respiratorio bajo o a través de
tlceras en la piel o mucosas. La invasion al SNC es por via hematogena y a partir de ésto se
bloquean los canales linfaticos en el cerebro.

El periodo de incubacion en la EAG no es conocido, pero probablemente sea de varias
semanas o0 meses. Es caracteristico un estado mental alterado, dolores de cabeza, pardlisis y rigidez
del cuello asi como la presencia de ndusea y vomito (Martinez J., 1987).

Martinez (1980) resume las caracteristicas neuropatologicas de 15 pacientes con EAG, entre
las que destacan: leptomeninges con exudados purulentos, hemisferios cerebrales con edemas y
lesiones en la corda espinal.

La diagnosis se determina al analizar el LCR y el tejido cerebral, en el que se encuentran
trofozoitos yl/o quistes de Acanthamoeba. La identificacion de especies puede hacerse
indirectamente usando la técnica de anticuerpos por inmunofluorescencia. Las especies que con
mas frecuencia se encuentran en los casos de EAG son A. castellanii y A. culbertsoni (Martinez J.,
1985).

En el caso de las infecciones producidas por Acanthamoeba hay reportes de tres personas
que han logrado sobrevivir a diversos tratamientos. Un paciente (hombre de 30 afios) del que se
aislé e identificd A. rhysodes de su LCR, no se reestablecié completamente por abandonar su
tratamiento con sulfametazina (Cleland et al., 1982); un individuo de 40 afios del que se aisl6é A.
culbertsoni de su LCR, se recuper6 con un tratamiento de penicilina y cloranfenicol (Lalitha et al.,
1985) y una nifia de 7 afios, la cual logré recuperarse con un tratamiento de ketoconazol y de la que
se cultivo A. palestinensis de una biopsia de su cerebro (Ofori-Kwakye et al., 1986).

Inicialmente se mostr6 que la sulfadiazina protege a ratones de la infeccion por

Acanthamoeba. Sin embargo, el reporte no tuvo valor quimioterapéutico, ya que las amebas
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comenzaron a recuperarse en el SNC (Culbertson et al., 1965). Posteriormente, estudios “in vitro”
demostraron que A. culberisoni es altamente sensible a polimixina E (0.02 pg/ml), sulfisoxazol
(0.78 pg/ml), sulfadiazina (1.56 pg/ml), polimixina B (1.56 pg/ml) y a compuestos antipsicéticos
como fenotiazina, dihidrocloruro de trifluoperazina ¢ hidrocloruro de cloropromazina. Algunos
compuestos de fenotiazina también mostraron ser activos contra A. polyphaga (Schuster y Mandel,
1984). En estudios de laboratorio con ratones infectados por A. culbertsoni, la rifampicina

demostro ser una completa proteccion para elios luego de 24 hs (Das et al., 1991).
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Queratitis por Acanthamoeba

Esta enfermedad es una infeccién cronica de la comea causada por varias especies de
Acanthamoeba. Desde que se diagnosticd esta enfermedad, el nimero de casos se ha ido
incrementando exponencialmente (Stehr-Green et al., 1989).

La infeccion se establece por contacto directo de la ameba con la cdmea, la ameba pucde
introducirse por algun trauma o por exposicion a aguas contaminadas o lentes de contacto sucios. El
manejo de los lentes de contacto y el uso de soluciones salinas hechas en casa son factores
importantes de riesgo asociados a este tipo de enfermedad. Las soluciones salinas contaminadas con
residuos lipidicos promueven el crecimiento de bacterias y levaduras, lo cual es una fuente de
alimento para las amebas. Las amebas se adhieren a los lentes de contacto y se transfieren al ojo
cuando los lentes son colocados sobre las comeas. Después comienzan a establecerse e invaden el
estroma corneal por una rotura en el epitelio o cuando aun éste se encuentra intacto, produciendo
una infeccion que progresa hasta convertirse en queratitis por Acanthamoeba (Fig. No. 2) (John et
al., 1989).

Este padecimiento se desarrolla en un periodo de semanas a meses y se caracteriza por un
dolor ocular, inflamacion, disminucién de la vision y una infiltracién estromal que frecuentemente
tiene una apariencia circular, ademéas se pueden presentar ulceraciones cronicas progresivas.
Durante la infeccién corneal temprana se pueden observar figuras pseudodendriticas en el epitelio o
debajo de éste en el estroma anterior (Johns et al., 1987). En casos avanzados se puede observar una
infiltracion estromal marcada y necrosis, inflamacién y aparentes ulceraciones. Las ulceraciones
corncales pueden progresar hasta perforar el tejido (Lindquist et al., 1988). Las infecciones de
queratitis producidas por Acanthamoeba son serias y si no son atendidas adecuadamente, pueden
disminuir la vision y hasta se puede llegar a la pérdida del ojo (Key et al., 1980).

Las infecciones oculares producidas por Acanthamoeba también se han descrito junto con
las de conjuntivitis (Nagington et al., 1974), iritis (Bos et al., 1981; Lund et al., 1978), escleritis
(Mannis et al., 1986) y uveitis (Jones et al.,, 1975). Tanto los trofozoitos como los quistes de

Acanthamoeba pueden infectar el tejido corneal..
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La diagnosis de queratitis por Acamthamoeba se hace por identificacion de la ameba en
cultivos de raspados corneales o por examen histologico del tejido corneal infectado. El cultivo de
materia corneal puede ser en Agar NNE a 30-37°C. También puede hacerse mediante tinciones de
Giemsa. tinciones blancas con calcofluor y por inmunofluorescencia (Withelmus et al., 1986).

En cuanto a tratamientos, Wright et al. (1985), reportaron el primer caso de queratitis que
fue curado, en el cual utilizaron una combinacion de dibromopropamidina e isotionato de
propamidina con gotas de neomicina. El éxito del régimen de este tratamiento fue probado por otros
investigadores; solo en un paciente se comprobd que dichos medicamentos le fueron toxicos, por lo
cual se le retiraron y la queratitis volvio a aparecer (Yeoh et al., 1987Las enfermedades del SNC
producidas por Acanthamoeba y Naegleria pueden ser estudiadas en ratones u otros animales de
laboratorio, pero en el caso de la queratitis producida por Acanthamoeba no hay un modelo animal
adecuado hasta el momento (John, 1993).

Como se ha mencionado, las infecciones por Acanthamoeba son dificiles de erradicar. El
detectar el agente causal y el tratar de combatirlo es una tarea dificil, ya que en la actualidad no
existen firmacos tan eficaces y que no sean dafinos para ¢l paciente. En la queratitis se tiene que
usar la combinacién de farmacos que si bien no eliminan la enfermedad, por lo menos disminuyen
los sintomas, la mayoria de estos farmacos son de origen sintético (John, 1993).

En la actualidad, una nueva alternativa en la busqueda de farmacos para resolver este tipo
de enfermedades, es sin duda el uso de plantas como en la medicina tradicional (Lépez, 1988).

Recientemente, se ha incrementado el estudio de plantas medicinales, ya que muy pocas se
han estudiado adecuadamente; la tradicion del uso de ellas se esti perdiendo en algunos casos y
otras se han ido extinguiendo sin ser estudiadas (Avila, 1996). Uin punto importante y por el cual
también se han incrementado dichos estudios, es porque en estos dias el adquirir cualquier tipo de
farmaco es de un costo muy elevado y por ejemplo el adquirir un manojo de determinada planta es
mas costeable,

Lozoya y cols. (1987), mencionan que en México, la informacién sobre el uso, la
distribucion geografica, las formas de preparacién, etc. de plantas medicinales, es ambigua y
obsoleta y ademas atn no logramos contar con un inventario amplio y confiable de tales recursos

vegetales. Para ampliar esta informacion, se han hecho encuestas a nivel nacional para conocer
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cuales son las plantas més frecuentemente utilizadas por los terapeutas tradicionales y para tener

una mayor organizacion se han clasificado de la siguiente manera:

PLANTAS MEDICINALES

1. Para el tratamiento de diversos trastornos del aparato digestivo.

2. Para el tratamiento de trastornos de las vias urinaria y/o diurético.

3. Para aliviar la tos y ofras manifestaciones de afeccion respiratoria,

4, Para aliviar trastornos de la circulacion sanguinea.

5. Para el tratamiento de padecimientos del sistema nervioso.

6. Utilizada en el tratamiento de lesiones de la piel.

7. Utilizado como analgésico y/o antipirético.

8. Especificamente para el tratamiento de las picaduras de animales ponzofosos.

9. Para tratar padecimientos infecciosos de los ojos.

10. Para aliviar sintomas en un Sindrome de Filiacion Cultural.

11. Para el tratamiento externo del dolor reumatico

12. Para el tratamiento de padecimientos de las mucosas y de la infeccién bucal.

13. Su utilizacién se vincula con la biologia de la reproduccion en la mujer.

14. Para el manejo de los sintomas del diabético.

15. Utilizada en el tratamiento de traumatismos, golpes e inflamaciones.

Como las enfermedades que producen los microorganismos aqui estudiados se relacionan
con padecimientos del sistema nervioso, tratamientos de lesiones de la piel y padecimientos
infecciosos de los ojos, se comenzd a hacer un analisis general del tipo de plantas que abarcaba
cada una de estas categorias (incluyendo caracteristicas, distribucion, época de floracion.
disponibilidad de la planta, etc.) y se buscé cual de esas plantas era la menos estudiada (fitoquimica
y microbiolégicamente) y que estuviera a nuestro alcance. Se encontrd que Buddleia cordata podria

ser una buena opcidn para buscar compuestos con actividad amebicida, ya que en la medicina

13



tradicional de México y de otros paises, en el Centro y Sur de América y en Asia; las especies de

Buddleia se utilizan de la siguiente manera: (Houghton, 1985)

USOS DE B. cordata EN LA MEDICINA TRADICIONAL

** Agente para curar heridas

** Agente antiinflamatorio para ojos y piel

**Como antiséptico local

*Para el tratamiento de enfermedades del higado

*Como diurético, antipirético, hipnético

* Ayuda a sanar tumores y Glceras

*Como veneno para peces

** Importantes por la via de entrada de la AVL.

Por lo general, la forma en la que se aplica la planta no se describe, sélo en algunos estudios
fitoquimicos se menciona que para probar algunos compuestos puros de la planta sobre bacterias, se
necesitan sacar primero extractos alcoholicos, en los cuales utilizan principalmente hojas y raiz.
(Pardo et al., 1993)

Rzedowski (1985) menciona las caracteristicas principales para identificar a la planta y son
las siguientes:

Buddleia cordata (Fig. No. 3), pertenece a la familia Loganiaceae, representada por 32
géneros y alrededor de 800 especies. En el Valle de México solo se encuentra el género Buddleia.

Es un arbol o arbusto de 1 a 20 m de alto, dioico; tallos tetrangulares y densamente
tomentoso-estrellados en las ramas jovenes; hojas con lineas estipulares y en ocasiones con
estipulas foliosas, peciolo de 1 a 7 cm de largo, limbo lanceolado, oblongo, ovalado o eliptico, de
5.5 a 24 cm de largo por 1.5 a 10.5 cm de ancho, apice agudo, acuminado o muy acuminado,
margen entero, serrado, serrulado, irregularmente serrulado o en ocasiones dentado, base obtusa,
cuneada, cordada truncada o raramente atenuada u oblicua, venacién muy prominente en el envés,
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textura algo coridcea, pubescencia de pelos estrellados aplicados y pelos estrellados laxos, grandes,
candelabriformes, muy densa en el envés, de color blanco brillante, caduca con el tiempo;
inflorescencia formada por grandes paniculas terminales de 4-14 a 25-32 cm de largo ramificadas
por 2 a 4 veces y con bracteas en cada ramificacién; corola amarillenta, generalmente con un togue
anaranjado en la garganta, flores campanuladas; cdliz tomentoso de 1.5 a 3 mm de largo; corola de
3 a 4 mm de largo con l6bulos més largos que el tubo, oblongos y extendidos, imbricados en el
botén, pubescentes interna y externamente; estambres subsésiles o con filamentos cortos y fuertes;
ovario ovoide, estilo conspicuo, estigma claviforme, muy ligeramente bilabiado; fruto ovoide-
eclipsoide de 2.5 a 6 mm de largo por 1.5 a 4 mm de didmetro, con dehiscencia septicida y
loculicida, con numerosas semillas aladas de 1 a 1.5 mm de largo por 0.2 a 0.4 mm de ancho.

Esta especie se¢ encuentra ampliamente distribuida en el Valle de México. Altitud 2250-
3000 m.s.n.m. Matorrales, pastizales y bosques, pero preferentemente en la vegetacion secundaria y

en lugares intensamente perturbados, incluyendo zonas urbanas.
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Buddleia cordata HBK ssp. cordata: A. rama con

inflorescencia; B. aspecto de un grupo de botgo
nes y dos flores; C. flor abierta; D. fruto ma
duro; E. corte de ovario; F. semilla.
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ANTECEDENTES

El género Buddleia es conocido mundialmente por sus caracteristicas medicinales. Las
especies mas comunes son B. americana, B. cordata, B. davidii, B. globosa y B. variabilis. De
algunas de ellas se han realizado estudios fitoquimicos y algunos compuestos aislados han sido
los siguientes:

1. Esteroles: sitosterol, condrilasterol, estigmasterol (Houghton, 1984)

2. Flavonoides: linarina, kaempferol, quercetina, luteolina, rutina, salvigenina, escutellareina-7-
O-glucésido, acacetin-7-O-rutinosido, quercetin-3-O-rutindsido (Marin et al., 1977)

3. Triterpenos: B-amirina, acetato de -amirina, 11-ceto-f-amirina (Lopez et al.. 1979)

4. Lignanos: compuestos tipo lignano (Houghton, 1984)

5. Sesquiterpenos tipo cariofileno: buddledina A, B y C toxicos y buddledina D y E no toxicos
(Yoshida et al.,1978)

6. Fenil etanoides: 2-(-4-hidroxifenil) etanol éster de &cido lignocérico. éster de 2-(-4-
hidroxifenil) etanol éster de 4cido decosanoico, éster de acido lignocérico (Houghton. 1989)

7. Fenil propanoides: los acidos cafeico, ferilico y p-cumdrico. buddlenol A. B. C. D. E. F.
verbascosido (3,4-dihidroxi-B-feniletil), martinésido, jiondsido, angorosido.(Houghton, 1983}

8. Iridoides: aucubina, catalpol, metilcataipol (Houghton, 1984)

9. Iridoides unidos a lignanos: 6-feruloil ajugol (Yamamoto, 1993)

Algunos de estos compuestos, como el verbascésido se ha probado contra Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) y Escherichia coli (ATCC 25922) (Pardo et al., 1993); ademas se sabe
que inhibe el hambre en gusanos del género Spodoptera y actia como agente antineoplasico
(Ortiz, 1996).

Los 6xidos de B-cariofileno, citronelol y a-cariofileno son sustancias que han presentado
actividad antibiotica (Garg, 1992).

También se sabe que la aucubina sujeta a una hidrélisis acida se descompone en dos
sustancias: glucosa y aucubigenina, esta ultima tiene actividad antifungica y antibacteriana

(Rombouts and Links, 1956).
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Recientemente se aislo el acido vainillinico (con un anillo aromatico), el cual fue
bactericida contra Vibrio cholerae cepas CDCV 12, INDRE 206 y un caso clinico asi como en
Shigella boydii ATCC 8700 (Ortiz , 1996).

Por lo que respecta a las AVL muchos han sido los compuestos que se han probado
contra estos organismos, pero pocos son los que han tenido éxito en pruebas “in vitro” pero “in
vivo”™ son muy toxicos. Por ejemplo Casemore (1970) sugiere el uso de anfotericina B, 5-
fluorocitosina, paromomicina e hidroxistilbamidina contra microorganismos del género
Acanthamoeba ya que son muy eficaces. Pringle et al. (1979) encontraron que el I-metoxi-A-
tetrahidrocanabinol, inhibe a N. fowleri en bajas concentraciones. Gupta et al. (1987) estudiaron la
inhibicion del crecimiento de 4. culbertsoni con metilglioxal bis (guanil-hidrazona) y se dieron
cuenta que este compuesto inhibe a la enzima 5-adenosilmetionina descarboxilasa, lo cual resultd
de gran interés para la evaluacién de su actividad antiamebiana. En el caso de personas con
queratitis producida por Acanthamoeba, los reportes estan enfocados a la sustancia que se les
aplican a los pacientes para disminuir los sintomas. Kilvington et al. (1990) probaron isotionato de
propamidina (broleno), isotionato de pentanidina, isotionato de 2 hidroxistilbamidina, espiramicina,
nitrato de miconazol, fluconazol, sulfato de paromicina. sulfato de neomicina y polimixina B, en
pacientes lograndose la recuperacion total en algunos de ellos. Ficker et al. (1990) en contraste,
probaron mezclas de ellos y encontraron que una combinacion de broleno y neomicina por lo
menos detiene los dafios producidos por la queratitis y en algunos casos la puede eliminar. Sharma
et al. (1990) trataron pacientes con queratitis que no usaban lentes de contacto y también
encontraron que combinaciones de neomicina-polimixina B-neosporina con nitrato de miconazol o
quetoconazol ayudan a recuperar al paciente en un alto porcentaje. Varga et al. (1993) dieron
tratamientos de propamidina, neomicina y polihexametileno biguanida a cinco pacientes, los cuales
en menos de 4 meses recuperaron la vista al 100 %. Recientemente, Place et al. (1994) probaron
colistina, metronidazol, fluconazol y polimixina B en Acanthamoeba y Naegleria sin obtener
resultados positivos; también probaron bleomicina, ciclopirox, olamina, cloropromazina,
paromicina y sanguinerina los cuales fueron mas eficaces y sulfametoxazol, sulfametoxazol-
trimetoprim, sulfadiazina, pentamidina, primaquina, 5-fluorocitosina, neomicina y trifluoperazina

con los que mostraron actividades variadas. En un estudio posterior demostraron que la
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sulfadiazina y el sulfametoxazol son amebicidas para 4Acanthamoeba spp y que Naegleria es
resistente a todos los compuestos antes mencionados.

Las maganinas son compuestos aislados de la ufia de rana que fueron probados en
trofozoitos y quistes de A. polyphaga, resultando ser eficaces contra los trofozoitos, pero no contra
los quistes (Schuster and Jacob, 1992), estos compuestos son unos de los pocos probados de origen
animal ya que por lo general todos son sintéticos y muy toxicos. Otro compuesto, aislado de
Bacillus licheniformis, se probd contra N. fowleri y resulté ser amebicida ya que maté tanto a
trofozoitos como a quistes, solo que este no ha sido probado “in vivo” (Cordovilla et al., 1993;
Lebbadi et al., 1995).

Mas de la mitad de los casos reportados en infecciones por Acanthamoeba pertenecen a
los E.U. Como ya se menciond, esta infeccién ocurre frecuentemente en personas débiles o
inmunodeprimidas. Se han reportado dos casos, ambos fatales, en personas con SIDA (Gordon et
al., 1992; Di Gregorio et al., 1992). En uno de los pacientes con SIDA, las caracteristicas clinicas
fueron més parecidas a las de MAP, que a las de EAG, quiza debido a la inmunodepresion. Con
el incremento de las personas inmunodeprimidas es probable que ocurra un incremento en la
cantidad de casos de infeccion por Acanthamoeba.

Los primeros casos de queratitis por Acanthamoeba fueron reportados en Inglaterra en
1974 y E.U. en 1975, siendo asociados a traumatismos en el ojo y a la exposicién a aguas
contaminadas, aunque también se han reportado casos en Australia, la India y Holanda. A partir
de 1985, el nimero de casos se ha incrementado, asociandolo al aumento en el uso de lentes de
contacto, en particular los de consistencia suave.

En la Cd. de México se han realizado estudios biomédicos de queratitis producida por
Acanthamoeba, en los cuales se han encontrado casos de amebas patdgenas, pero por lo que
respecta al paciente, a este no se le han dado los medicamentos adecuados para combatir este tipo
de microorganismos. Por lo general, los casos de estas personas se pierden, ya que no se ha dado
la informacion adecuada sobre la enfermedad y el microorganismo que la produce, y como los
pacientes se desesperan, no se dejan tratar y llegan a perder la vista (Gonzélez, 1994).

Dia con dia se incrementa el numero de personas infectadas con este tipo de

microorganismos (AVL) y como ya se ha mencionado, pocos son los medicamentos capaces de
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eliminar tales enfermedades pues la mayoria tienen consecuencias para el hospedero. Las fuentes de
obtencién de estos medicamentos también han estado limitadas ya que aun no estan bien
explorados los recursos animales ni mucho menos las vegetales. Por otro lado, pocos son los
estudios realizados a fondo (fitoquimica y microbiolégicamente) de plantas medicinales, lo cual
hace un poco miés dificil la obtencién de informacién sobre los farmacos de origen vegetal.
Nosotros sugerimos el estudio de B. cordata, cominmente conocida como “‘tepozan” por sus
caracteristicas y principalmente por los usos (antiséptico, para el tratamiento de enfermedades
oculares, para el tratamiento de enfermedades del sistema nervioso, etc.), ya que podria ofrecer
una alternativa de tratamiento contra las amebas de vida libre patdgenas o por lo menos serviria de
base para continuar con la busqueda de firmacos exitosos de origen vegetal que puedan ser

asequibles para nuestra comunidad.

20



OBJETIVOS

* Evaluacion in vitro de los extractos acuoso y metanélico de la corteza de raiz de Buddleia

cordata (Tepozin) en cepas de catdlogo de amebas de vida libre.

* Determinacién de la actividad amebicida de los compuestos puros obtenidos del extracto

metanolico del tepozan.

* Obtencion de la concentracion minima inhibitoria (MIC) v la dosis letal media (LDsg) de los

compuestos que presenten actividad amebicida.

* Valoracion de la resistencia al metanol.
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METODOLOGIA

La metodologia comprendi6 3 fases: La etapa de recoleta y secado de la planta. la

obtencion de los extractos vegetales y los bioensayos.

A.RECOLECTA Y SECADO DE LA PLANTA

1.- Zona de colecta

La Buddleia cordata se recolecto en el drea del Pedregal de San Angel; dentro de esta
zona se ubica Ciudad Universitaria (C.U.) cuyas coordenadas geogréficas son 19° 20' 00" v
19°19' 20" latitud norte y 99°10'40" y 99° 11" 20" longitud oeste (Fig. No. 4) (CETENAL
topografica, 1980).

El Pedregal de San Angel se encuentra al Sur de la Ciudad de México. a una altitud de
2250-2400 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.) y es una region formada por una capa de
lava, producto de la erupcién del volcan Xitle y crateres adyacentes hace 2500 aftos
(CETENAL geolégica, 1978).

La colecta se realizé manualmente y algunos de estos ejemplares (ramas con
inflorescencia) se prensaron y se depositaron en el herbario IZTA para su identificacion,

donde se les asigno el numero de registro 9101.

2.- Secado de la planta

Una vez transportada la planta al laboratorio. los ejemplares se extendieron sobre
papel periddico que se colocd en la azotea del edificio de la Unidad de Investigacion
(UIICSE) y se dejaron secar por exposicion directa al sol durante 96 hs. Una vez transcurrido

el tiempo se recogieron los ejemplares y se guardaron en cajas de madera para almacenar.
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B. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS
1.- Obtencion de los extractos acuoso y metanolico.

Los extractos de B. cordata se llevaron a cabo de la siguiente manera:

Para el extracto metandlico, se peso | kg de corteza de raiz seca. la cual se macerd en
mortero y se le agregaron 8 litros de metanol: se extrajo a temperatura ambiente por 72 horas
y posteriormente se destild en un rotavapor al vacio hasta llevarlo a sequedad. En el caso del
extracto acuoso, éste se extrajo a 40°C y se destilo de la misma forma que en el extracto
metanolico; una vez obtenidos los extractos crudos se procedio a la realizacion de las pruebas
biocidas y se almacenaron en frascos herméticamente cerrados con el fin de evitar la

contaminacion por microorganismos del ambiente.
2.- Separacion de los principios activos por técnicas cromatograficas

Una vez obtenidos los extractos acuoso y metanolico por separado, éstos se percolaron
sobre una columna de carboén activado y se realizo una primera elucién con agua para eliminar
azicares y sales minerales. Posteriormente, se continué con soluciones hidroalcohélicas en
proporciones crecientes de nietanol para eliminar algunos pigmentos como las clorofilas.

Una vez "limpiados" los extractos, se realizaron cromatografias en placa fina
(Cromatofolios de silica Gel SILG-UV 254 de 0.25 mm de espesor, de 1 X 5 cm), las cuales
fueron reveladas con sulfato sérico al 1% en acido sulfirico 2N y luz ultravioleta (Nathan P.J.,
1974).

También se realizaron cromatografias en columna para separar las fracciones y los
compuestos. procediendo de la siguiente manera: El extracto se disolvié en una minima
cantidad de solvente (agua o metanol), se absorbié en celita, se dejé evaporar en un bafio
maria y una vez seco,. se mont6 sobre una columna de silica (Silica 60 GF,s4 art. 7730,
Kieselgel, marca Merck) en una relacién de 20 g de silica por cada gramo del compuesto
problema y posteriormente se eluyd con una mezcla de disolventes (hexano, acetato de etilo,

cloroformo, acetona o metanol) (Merck y Darmstandt, sin afio de impresion).

24



La cantidad de las fracciones obtenidas dependid de la variedad y polaridad de los
compuestos eluidos y aquellas fracciones que presentaron compuestos similares se reunieron
nuevamente y se volvieron a correr en cromatografia de placa fina.

Como fueron muy pocos los volimenes de las fracciones obtenidas, y por tanto el de
compuestos puros, solo se probaron los que dieron el mayor rendimiento: La linarina, que es
una flavona glucosidada constituida de ramnosa, glucosa y flavona (Apéndice Fig No. 5) y el
Acido Vainillinico (Fig No. 6), que es un anillo aromatico precursor de lignina, el cual se
acetilo para aumentar su solubilidad (Fig No. 7).

Una parte de los compuestos puros se obtuvieron con el apoyo de personal del
Instituto de Quimica, en particular del Dr. Alfonso Romo de Vivar, pero al igual que nosotros,
se obtuvieron cantidades muy pequefias y por tanto no pudimos probarlas, va que para los

bioensayos con cada cepa se requieren por lo menos 32 mg.

3.-Aislamiento de la linarina

Una vez obtenido el extracto metandlico del tepozan, una parte se dejo reposar
después de destilarlo en un rotavapor. Se obtuvo un precipitado de color amarillo (la linarina)
que se filtré, se dejo secar al vacio y se cromatografio en columna con solventes como
cloroformo-metanol y acetato de etilo-metanol en una proporcion 8 : 2 (de acuerdo a las
cromatografias de placa fina) y conseguir un compuesto con un grado de pureza elevado.
Cabe mencionar que una vez obtenido el compuesto puro, se analizaron algunas propiedades

fisicas como color y apariencia, punto de fusion y analisis espectrométricos.

4.- Acetilacion del Acido Vainillinico

Se utilizaron 4 matraces Erlenmeyer de 50 ml los cuales contenian 0.5 g de 4cido
vainillinico (Sigma V-2250). A cada uno se le agregé 2 ml de 4cido acético anhidrido
manteniéndose en agitacion constante y posteriormente acido sulfirico concentrado, hasta
llevarlos a pH 1-3 de 5 a 10 minutos; transcurrido el tiempo se les agregd poco a poco agua

destilada para detener la reaccion y cada uno de los matraces se envolvio con papel aluminio y
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se refrigeraron durante 24 horas. Por tltimo. se dejo secar el compuesto al vacio por 6 horas
en un matraz Buchner y se obtuvieron los cristales. La estructura quimica se determind por
caracteristicas fisicas (punto de fusion en un aparato de Fisher-Jones) y espectrométricas
(espectro de infrarrojo Perkin-Elmer, Mod. 283). Ademas se recromatografiaron en placa fina
para ver el grado de pureza y tener la seguridad de que fuese AVA.

Cabe mencionar que los analisis espectrométricos realizados fueron los siguientes:
espectros de infrarrojo, de masas y resonancia magnética nuclear H™ y BC; todos ellos se

realizaron en el Instituto de Quimica.

5.-Diluciones de los extractos y los compuestos puros

Los extractos se diluyeron con los mismos disolventes para realizar las pruebas
biocidas. Por cada mililitro de metanol o agua destilada se utilizaron 32 mg de cada extracto
(fraccion semisolida), seglin la concentracion maxima utilizada en compuestos con actividad
antimicrobiana.

En el caso de los compuestos puros, la linarina se diluyé en N,N-dimetilformamida

(C;H;NO) y el AVA en metanol (MeOH) a la concentracion antes mencionada.

C. BIOENSAYOS

1.- Cultivo de las cepas

Se trabajaron 29 cepas, 7 se obtuvieron de aislamientos ambientales y las restantes
directamente de la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, Maryland), las
cuales se eligieron por ser del mismo género pero con diferentes grados de patogenicidad
(segiin especificaciones del catdlogo): de éstas, 22 cepas pertenecen al género Acanthamoeba,
3 cepas al género Hartmannella y 4 al género Vahlkampfia (Tabla No. 2 ).

Las cepas se cultivaron en agar no nutritivo + Enferobacter aerogenes (ATCC 35048)

muerta por calor (medio NNE). La formulacién del medio fue la siguiente:
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Agar bacteriol6gico.......ccoovnene 160 g
Aguadestilada  .......ccce.... 900 ml

Agua corriente ..o 100 ml

Una vez disuelto el agar, se le dié una precoccién y posteriormente se esterilizo junto
con las cajas de Petri durante 15 minutos a 121°C y 15 libras de presion. Una vez vertido el
agar se tuvo la precaucion de que las placas fueran delgadas para poder observar bien a los
organismos en el microscopio invertido (Modelo CK2, Olympus Optical Co, LTD), y se les
agregaron 4 gotas de una suspension de bacteria muerta (£. gerogenes). La bacteria se cultivo
en cajas de Petri de 90 mm de didmetro con agar nutritivo por 24 h a 30 °C. Una vez
cumplido el tiempo de incubacion, ésta se colectdé con agua destilada y un asa de vidrio y se
paso a tubos con tapon de rosca, para posteriormente inactivarla poniéndola a bafio maria (80
°C durante una hora) y finalmente se dejé en refrigeracion por tiempo indefinido.

Los subcultivos de amebas se incubaron a 30 °C por 24 hs, después de lo cual se
revisaron para estar seguros del buen desarrollo de la poblacion y tener indeulos suficientes de

trofozoitos o quistes para realizar los bioensayos.
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ESPECIE Clave Sitio de aislamiento Origen Grado de Patogenicidad
Acanthamoeba astronixis 30137 Suelo ATCC Patégeno Oportunista
Acanthamoeba castellanii 30011 Cultivo de Levadura ATCC Patogeno Oportunista
Acanthamoeba castellanii 30234 Cultivo de Levadura ATCC Patogeno Oportunista
Acanthamoeba castellanii 30869 Suelo  ATCC Palégeno Oportunista
Acanthamoeba castellanii 30010 Suelo ATCC Patdgeno
Acanthamoeba castellanii 30898 Pozo ATCC Patogeno

4 A b A 32 Aire AMBIENTAL No Patdgeno
Acanthamoeba griffini 30731 Agua ATCC Patogeno Oportunista
Acanthamoeba hatchetti 30730 Sedimento ATCC Patégeno
Acanthamoeba healyi 30866 Cultivo de Cﬂulas de Rindn de ATCC Patageno

ong
Acanthamoeba jacobsi 30732 Sedimento Marino ATCC Patdgeno
Acanthamoeba lenticulata 30841 Alberca ATCC Patégeno
Acanthamoeba lugd) 30 Aguas Tratadas AMBIENTAL Patogeno
Acanthamoeba palestinensis 30870 Suelo ATCC Patogeno Oportunista
Acanthamoeba polyphaga 31 Aire AMBIENTAL No Patdgeno
Acanthamoeba polyphaga 30461 Comea ATCC Patogeno Oportunista
Acant} ba polyphaga 30486 Suelo ATCC Patégeno Oportunisia
Acanthamoeba polyphaga 30173 Cavidad Nasal ATCC Patdgeno Oportunista
Acanthamoeba polyphaga 30899 Tracto Respiratorio ATCC Patégeno
Acanthamoeba rhysodes 30973 Suelo ATCC Patogeno Oportunista
Acanthamoeba royreba 30844 Células Coriocarcinomas ATCC Patogeno
Humanas

Acanthamoeba tubiashi 30867 Suelo ATCC No Patégeno.

Har lla cantabrigi n Aguas Sublerrineas AMBIENTAL No Patégeno
Hartmannella vermiformis 23 Aguas Subterrancas AMBIENTAL No Patégeno
Hartmannella vermiformis 30966 Apua Dulce ATCC Patogeno Oportunista
Vahlkampfia avara 30964 Agua Dulce ATCC No Patogeno
Vahikampfia inornata 30965 Agua Dulee ATCC Patégeno Oportunista
Vahlkampfia sp. 13 Aguas Subterraneas AMBIENTAL No Patogeno
Vahlkampfia sp. 14 Aguas Subterrineas AMBIENTAL No Patégeno

Tabla No. 2 Cepas a las que se les evalué la

ATCC=American Type Culwre Collection

compuestos obtenidos de Buddleia cordata
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2.-Bioensayos para determinar la actividad amebicida de los extractos y los compuestos

puros

Para esta prueba se utilizaron cajas de Elisa constituidas de 12 filas con 8 pozos cada
fila (Kilvington et al., 1990).

Los trofozoitos, y por otro lado los quistes de cada cepa, se transfirieron a los pozos
mediante la colecta de las cajas de petri con solucion salina de Neff (SSN) (NaCl 1.2 g/100
mil, Mg,SO; 7 H,0 0.4 g/100 ml, CaCl, 2 H,0 0.4 g/100 ml, Na,HPO, 1.42 g/100 ml,
KH,PO, 1.36 g/100 ml). Se depositaron 150 ul del barrido con 200 trofozoitos/quistes por
pozo cuando menos. Se utilizaron 4 filas por cepa, para el extracto acuoso, extracto
metandlico, linarina y dcido vainillinico acetilado. Después de 30 minutos, las amebas se
fijaron en el fondo de los pozos y se les agregd 150 pul de la solucién problema a 6 pozos de
cada fila y los otros 2 se utilizaron uno como control con SSN y el otro como testigo con
cada uno de sus disolventes, agua destilada, metanol, N.N-dimetilformamida y otro con
metanol respectivamente.

Las placas de 96 pozos se incubaron a 30 °C por 24 hs; transcurrido el tiempo se
lavaron los pozos con agua destilada estéril dos veces y se llenaron nuevamente cada uno de
los pozos con 300 pl de una suspension de bacteria inactiva + SSN estéril en una proporcion
de 0.2:3.8 ml Las cajas se incubaron nuevamente entre 24 y 48 horas y posteriormente se
observaron al microscopio invertido; de acuerdo con las caracteristicas morfologicas
observadas se anotd la presencia de trofozoitos, quistes, células redondeadas, quistes vacios,
trofozoitos o quistes granulosos, pardmetros que sirvieron para notar la existencia de actividad
amebicida, amebostatica o si no hubo actividad en el estado de quiste y de trofozoito. Para
corroborar ésto, de algunos pozos experimentales, del control y el testigo se tomé una muestra
que se resembrd en cajas de petri con medio NNE. Estas se revisaron al tercer dia de
incubacion en un microscopio invertido para saber si los trofozoitos y los quistes estaban
viables o no, lo mismo se hizo para los quistes aparentemente vacios y para las células

redondeadas (Place et al., 1993).
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Definicion de los parametros establecidos:
Amebicida (M): Célula totalmente muerta ya sea en estado de trofozoito o de quiste, aunque
se le proporcione alimento no se recupet:a ni presenta movimiento.
Amebostatico (A): Parametro establecido solo para trofozoitos. una vez que ‘se les aplica
cualquier sustancia enquistan, pero cuando se les dan las condiciones adecuadas de alimento v
espacio vuelven al estado de trofozoito.
Sin efecto (X): En el caso de los quistes, una vez que se les aplica cualquier sustancia por un
tiempo y esta se les retira y se les dan las condiciones adecuadas los microorganismos vuelven
al estado de trofozoito y en el caso de los trofozoitos, aun con la presencia de cualquier
sustancia estos permanecen en el mismo estado, se detecta facil por el movimiento vacuolar.
Otros parametros establecidos principalmente para los compuestos puros son:
Trofozoitos dafiados (D): Se observa el entorno de un trofozoito normal, solo que por dentro
el citoplasma no es muy claro, se llegan a observar granulosidades y nunca se ve la vacuola ni
presentan movimiento; también les llamamos trofozoitos fantasmas por que a veces la
membrana no se observa bien delimitada y por el contrario se observa difusa (aqui cabe
aclarar que aunque se reportan dafiados a las 24 hs, los microorganismos recuperan sus
caracteristicas como un trofozoito normal).
Particulas de linarina (P): Se refiere a que en los pozos lo que se encuentra principalmente son
espiculas o residuos de linarina, puede o no haber amebas.
Sin inéculo (*): En los pozos no se observan microorganismos, solo residuos de alguno de los

compuestos.

3.-Bioensayos para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) de la Linarina y

del Acido Vainillinico Acetilado.

Se utilizaron 11 concentraciones: 32, 16, 8,4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 y 0.03125
mg/ml de solvente, por cada compuesto puro a partir de una solucién madre (32 mg/ml) para
obtener la MIC.

Los bioensayos para la linarina, se realizaron en tubos de vidrio, donde a cada tubo se

le agregaron 200 yul de una suspensién de trofozoitos o quistes en SSN y posteriormente 200
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! de la sol. madre al primer tubo. El liquido de cada uno de los tubos se resuspendio vy
nuevamente se tomaron 200 pl y se pasaron al siguiente tubo y asi sucesivamente hasta llegar
a la daltima dilucion (0.03125 mg/ml). En este caso. se presentaron algunos problemas
metodolégicos: el solvente utilizado reacciona con las cajas de policarbonatos por lo que el
bioensayo se tuvo que hacer en tubos de vidrio; el compuesto no fue muy soluble y se dividio
en dos fases, por lo cual los tubos se mantuvieron inclinados todo el tiempo e incubaron en Ja
mismo posicidn para tener un mayor contacto de la ameba con el compuesto; las diluciones
fueron dificiles de manipular, en este caso se utilizaron puntas de micropipeta delgadas y por
altimo al revisar los tubos en el microscopio las células no se distinguieron bien, por lo que se
tuvo que resembrar cada uno de los tubos y observar directamente al microscopio; con todo
esto no se pudieron manejar los parametros establecidos y por tanto se manejaron otras claves.

En los bioensayos con AVA se utilizaron cajas de Elisa constituidas de 8 filas con 12
pozos cada una. A cada fila, se le agregaron 150 pl de la suspension de microorganismos con
SSN y 150 pl de AVA siguiendo el mismo procedimiento que en los bioensayos para la
linarina. En cuanto a la obtencion de resultados, se siguieron los mismos pasos y parametros
que se utilizaron en los bioensayos con extractos.

Cabe mencionar que con los resultados obtenidos en la MIC, no fue necesaria la

realizacion de los bioensayos para obtener la LDso, como se vera posteriormente.

4.- Tolerancia al metanol

En esta parte, solo se valoré de manera cualitativa y en algunas cepas, el dafio que
podria haber causado el metanol en las AVL y la sinergia que éste podria haber tenido con
algin compuesto de la planta.

Para realizar las pruebas se utilizaron cajas de cultivo celular con 12 pozos. A cada
uno de ellos se les agregd 1 ml de ameba, ya sea en estado de trofozoito o de quiste y se le
agregd una suspension de bacteria muerta (2.8 ml de SSN + 0.2 ml de E. aerogenes), se dejo
incubando la caja a 30 °C de 24 a 48 hs, posteriormente se observaron al microscopio

invertido para corroborrar la presencia solo de trofozoitos y una vez obtenido el indculo
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suficiente, se desechd la suspension de bacteria y a cada uno de los pozos se les agregd lo

siguiente:

A = 4.0 ml de MeOH

B = 3.6 ml de MeOH + 0.4 ml (0.2 bact. inactiva + 0.2 SSN)
C =3.2 ml de MeOH + 0.8 ml (0.2 bact. inactiva + 0.6 SSN)
D =2.8 ml de MeOH + 1.2 mi (0.2 bact. inactiva + 1.0 SSN)
E = 2.4 ml de MeOH + 1.6 ml (0.2 bact. inactiva + 1.4 SSN)
F =2.0 ml de MeOH + 2.0 ml (0.2 bact. inactiva + 1.8 SSN)
G = 1.6 ml de MeOH + 2.4 ml (0.2 bact. inactiva + 2.2 SSN)
H= 1.2 ml de MeOH + 2.8 ml (0.2 bact. inactiva + 2.6 SSN)
I = 0.8 ml de MeOH + 3.2 ml (0.2 bact. inactiva + 3.0 SSN)
J=0.4 ml de MeOH + 3.6 ml (0.2 bact. inactiva + 3.4 SSN)

K =4.0 ml (0.2 bact. inactiva + 3.8 SSN)

A = 100%, B = 90%, C = 80%, D = 70%, E = 60%, F = 50%, G = 40%, H = 30%, [ = 20%.
J=10%, K = 0%.

Una vez agregadas las soluciones, nuevamentes se revisaron las cajas y en cada uno de
los pozos se contaron 5 cuadrantes al azar con ayuda del microscopio invertido. Después
todas las cajas se metieron a incubar por 24 hs a 30 °C y finalmente se volvieron a contar las

amebas.
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RESULTADOS

* Analisis fitoquimico

Por cada 1015 g de corteza de raiz de Buddleia cordata se obtuvieron 81.15 g del extracto
metandlico (rendimiento del 8 %) y un poco mas del extracto acuoso (no cuantificado).

De las fracciones y compuestos se obtuvieron muy pocas cantidades, la linarina se
encuentra presente en la planta en un 0.29 % y el acido vainillinico en un 0.053 %, por lo cual se
decidi6 probar solo estos dos. La linarina obtenida a partir de la planta y el acido vainillinico
adquirido por proveedores de la compaiiia Sigma.

Los solventes con los que se pudo separar la linarina por cromatografias de columna fueron
cloroformo-metanol y acetato de etilo-metanol en una proporcion 8:2 y para el 4cido vainillinico
una mezcla de agua-metanol en orden decreciente (1:9, 2:8, 3:7, etc.).

Por cada gramo de écido vainillinico se obtuvieron 100 mg de acido vainillinico acetilado
(rendimiento del 10 %). En el siguiente cuadro se mencionan las propiedades fisicas de los

compuestos puros trabajados.

PROPIEDADES FISICAS
COMPUESTO COLOR APARIENCIA PTO. DE FUSION (°C)
Linarina verde-blanquecino Polvo 275
Acido vainillinico Blanco Polvo 140
Acido vainillinico | Transparente Espiculas 140
acetilado
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* Analisis microbioldgico

El efecto amebicida de los extractos acuoso y metandlico del tepozan, asi como de los dos
compuestos puros obtenidos, se muestran en el Cuadro No. 1 en el apéndice. El extracto acuoso del
tepozan fue inocuo para 15 cepas e indujo el enquistamiento en 14 de ellas, pues una vez retirado el
extracto, los quistes volvieron al estado de trofozoitos (Tabla 1). Las cepas sensibles a dicho
extracto fueron A. castellanii 30234, 30869,. 30010 y 30898, A. jacobsi 30732, A. lenticulata 30841,
A. palestinensis 30870, A. polyphaga 30461 y 30173, H. cantabrigiensis 22, H vermiformis 23 y
30966 y V. inornata 13 y 30965.

En el caso del extracto metanélico 13 cepas fueron resistentes y 16 sensibles (Tabla 1). Las
cepas sensibles son A astronixis 30137, A. castellanii 30011, 39234, 30869, 30010 y 30898, 4.
hatchetti 30730, A. polyphaga 30486 y 30173, A. royreba 30884. A. tubiashi 30869, H.
cantabrigiensis 22, H. vermiformis 30966, V. avara 30964, V. inornata 30965 y Vahlkampfia sp
13. Ninguna cepa en estado de quiste fue sensible a los dos extractos.

En estado de trofozoito todas las cepas fueron aparentemente sensibles a la linarina a 32
mg/ml cuando se leyeron a las 24 horas, pues aunque la mayoria no enquistan. se alcanzan a
diferenciar algunos trofozoitos granulosos o espiculas de la linarina. Al hacer la segunda lectura a
las 96 hs, todas las cepa se encontraron en estado de trofozoito o en mezclas de trofozoitos con
quistes. En las pruebas con quistes, estos no sufren dafio dparente y aunque en algunos casos
algunas cepas exquistaron mds rapido que otras, a las 96 hs también se encontraron trofozoitos o
mezclas de trofozoitos con quistes.

A. tubiashi 30867 fue resistente al AVA ya que permanecid en estado de trofozoito v en
contraste V. inornata 30965 fue sensible, pues después de la segunda lectura los trofozoitos no se

recuperaron; en las demds cepas, el AVA indujo al enquistamiento {Tabla 1).
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Amebicida Amebostatico Sin Efecto

(cantidad de cepas) | (cantidad de cepas) | (cantidad de cepas)
T Q T T |.Q
Ext. acuoso 0 0 14 15 29
Ext. metandlico 0 0 16 13 29
Amebicida Amebostatico Sin Efecto

(cantidad de cepas) | (cantidad de cepas) | (cantidad de cepas)
T Q T T | Q
LINARINA 0 0 20¢ 0 29
AVA 1 0 27 1 29

*Trofozoitos aparentemente dafiados, pero que no
enquistan.

AVA= Acido vainillinico acetilado T= Trofozoito Q= Quiste

Tabla 1. Evaluacién “in vitro” de los extractos acuoso y metandlico, asi como
de algunos compuestos puros de B. cordata en amebas de vida libre.

Las 5 cepas de A. castellanii y las 5 cepas de A. polyphaga, mostraron una gran variedad de
respuestas (Tabla 2). Por ejemplo, las cepas 30234, 30869, 30010 y 30898 de A. castellanii fueron
sensibles en estado de trofozoito (efecto amebostatico) tanto a los extractos como a los compuestos
puros y la cepa 30011 fue resistente al extracto acuoso y sensible a los demés. Las cepas 31, 30486
y 30899 de A. polyphaga fueron resistentes al extracto acuoso, a diferencia de las cepas 30461 y
30173 en quienes induce al enquistamiento. Las cepas 31, 30461 y 30899 son resistentes al extracto
metanélico y éste tiene un efecto amebostdtico en las cepas 30486 y 30173, El AVA induce el

enquistamiento en todas las cepas y la linarina dafia aparentemente a los trofozoitos.
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Acanthamoeba castellanii

Caracteristicas de las cepas Extractos y compuestos de Buddleia cordata
Tep H20 | TepMcOH | Linarina | AVA
Clave Aislamiento | Origen | G.deP.| T Q1T Q T Q T Q
30011 C.delev. | ATCC | P.O. X X A} X D X |A] X
30234 C. de Lev. ATCC P.O. A X 1A X D X 1A X
30869 Suelo ATCC P.Q. A X 1A X D X A X
30010 Suelo ATCC P A X |A X D X | A X
30898 Pozo ATCC P A X | A X D X A X
Acanthamoeba polyphaga
Caracteristicas de las cepas Extractos y compuestos de Buddleia corduta

Tep H20 | TepMeOH | L(narina AVA

Clave | Aislamiento | Origen | G. de P.
k)| Aire AMB. N.P.
30461 Comnea ATCC | P.O.

30486 Suelo ATCC | P.O.
30173 Cav. Nasal | ATCC P.O.
30899 | Tract. Resp. | ATCC p

EdEdEd kg P ]
EAEd b B i L]
E P B B )
E BB B le]
Q|O|0|0|O|+
Ed b Bl Ead i L]
el g g ]
P B b il

Tep H20= Extracto acuoso de tepozdn Tep MeOH= Extracto metandlico de tepozin AVA= Acido
vainillinico acetilado C. de Lev.= Cultivo de levaduras Cav. Nasal = Cavidad nasal Tract. Resp.=
Tracto respiratorio  ATCC= American Type Culture Collection AMB.= Aislamiento ambiental
G.de P.= Grado de patogenicidad P= Patégena P.O.= Patégena oportunista N.P.= No patogena
T=Trofozoito Q= Quiste X=Sin efecto A= Amebostitico M= Amebicida D= Trofozoito dafiado

Tabla 2. Sensibilidad a los extractos y compuestos puros de B. cordata a una
concentracién de 32 mg/ml,

Por otro lado, la sensibilidad de las AVL a las diferentes concentraciones de linarina se
muestran en el Cuadro No. 2 del apéndice. A. astronixis 30137, A. castellanii 30010, A. comandoni
32, A. griffini 30731 y A. polyphaga 30486, fueron resistentes en estado de trofozoito de la
concentracion de 0.03125 hasta 8 mg/ml. En contraste, A. castellanii 30869, a partir de 0.25 mg/ml
enquista y es daftada
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aparentemente de 1 a 32 mg/ml, A. vermiformis 23 es dafiada a partir de 1 mg/ml, V. inornata
30965 a partir de 0.125 mg/ml, Vahlkampfia sp. 13 enquista a partir de 0.0625 hasta | mg/ml y de
ahi hasta 32 mg/ml es dafiada y Vahlkampfia sp. 14 quien a partir de | hasta 32 mg/ml es dafiada.
En estado de quiste, A. castellanii 30011, A. healyi 30866, A. jacobsi 30732 y A. rhysodes
30973 aparentemente no sufrieron dafios, ya que al realizar la primera lectura a las 24 hs se
encontraron en estado de trofozoito y por ejemplo A. astronixis 30137, A. castellanii 30010 y
30234, A. lugdunensis 30 y A. polyphaga 31, entre otras, tardaron hasta 96 hs (2* lectura) para

cambiar al estado de trofozoito (Tabla 3).
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Cepas resistentes en estado de trofozoito

Concentraciones de Linarina

ESPECIE Clave| 1 {2{3 (4 |5| 6 |7| 8|9 [10]11
Acanthamoeba astronixis IO7|P | PIX| XX | X|X{X]|P|X]|P
Acanthamoeba castellanii 00D [AIX| XX X [|X]|X[X]|X]|X
Acanthamoeba comandoni RIDIDID| X | X | X |X|X|X|X]|X
Acanthamoeba griffini WBLIPIDIX | X[ X[ X | X[ X[X]|X]| X
Acanthamoeba polyphaga |30486 | D |D | X | X | X | X | X | A | * | X | X
Cepas mas o menos sensibles en estado de trofozoito
Acanthamoeba castellanii 30869 D | D | P | D f-.)_mD"I A D] TXT X
Hartmannella vermiformis 23ID|D[(D|D|D|D| X | X|X|X]| X
Vahlkampfia inornata 0965| D | D |D|D|D|D|D|D|D]|X X
Vahlkampfia sp. 13 DID|D|D|DJA| X |A]|A[A] X
Vahlkampfia sp. 14 DIDIDIDIDIDI X[ X]|XI|X]| X

Concentraciones de linarina (mg/ml):
1=32 2=16 3=8 d4=4 5=2 6=1 7=05 8=025 9=0.125 10=0.0625 11=0.03125

X=Sin efecto A=Amebostitico D= Trofozoito daftade P= Particulas de linarina *= Sin indculo

Cepas en quiste que se recuperan Cepas en quiste que tardan hasta
a las 24 horas 96 horas para recuperarse
Acanthamoeba castellanii 30011 Acanthamoeba astronixis | 30137
Acanthamoeba healyi 30866 Acanthamoeba castellanii {30010
Acanthamoeba jacobsi 30732 Acanthamoeba castellanii | 30234
Acanthamoeba rhysodes 30973 Acanthamoeba lugdunensis 30
Acanthamoeba polyphaga 31

Tabla 3. Sensibilidad de las AVL. a diferentes concentraciones de Linarina.

En el caso del AVA, la sensibilidad de las AVL a las diferentes concentraciones, se pueden
observar en el Cuadro No. 3 del apéndice. Por ejemplo, 4. polyphaga 30461 y 30899, A. rhysodes
30973, H. cantabrigiensis 22 y Vahlkampfia sp.13 fueron sensibles a todas las concentraciones
(efecto amebostatico). Por el contrario, A. fubiashi 30867 fue resistente a todas las concentraciones

y A. polyphaga 31 resiste a todas las concentraciones excepto a 16 y 32 mg/m! en donde enquista.

38



Un caso especial fue el de V. inornata 30963, quien resistic 8§ mg/ml. con 16 mg/ml se enquisté y
con 32 mg/ml fue sensible, aun después de la segunda lectura. A. castellanii 30898, A. griffini
30731, A. polyphaga 30486, A. tubiashi 30867 vy H. vermiformis 30966 son cepas que se
bioensayaron en estado de quiste y a las 24 horas volvieron al estado de trofozoito; por otra parte 4.
castellanii 30010, 30011 y 30869, A. jacobsi 30732, H. vermiformis 23 y V. inornata 30965

tardaron 96 horas para cambiar al estado de trofozoito (Tabla 4).

Cepas sensibles en estado de trofozoito
Concentraciones de AVA

ESPECIE Clavel 1 | 2 | 3| 4 s5[6|7]8]9f10]n
Acanthamaeba polvphaca 04611 A A | A AT ATATA]lATA ALA]
Acanthamoeba polyphaga  [30899] A A Al A lAlAJAlLAJA]JALA
Acanthamoeba rhysodes 309731 A A A A Al A|JA]A]JALA]A
Har lla cantabrigiensi. 22 A A A A Al A[A]A]JA]JA]A
Vahikampfia sp. 13 A A Al A | Al A|JA]A|JAJALA
Cepas resistentes a la mayoria de las concentraciones
Acanthamoeba polyphaga 53 A A X X 1 N XXX |X (X X
Acanthamoeba tubiashi 30867 X X X X | X XX X | XX X
Cepa en estado de trofozoito sensible a la mas alta concentracion
| Vahikampfia inornata [30965] M TATXTXT N T X T XTXTX]T X [X]

Concentraciones del AVA (mg/ml):
1=32 2=16 3=8 4=4 5=2 6=1 7=05 8=0.25 9=0.125 10=0.0625 11=0.03125

X =Sinefecto A = Amebostitico M = Amebicida

Cepas en estado de quiste que fardaron Cepas en estado de quiste que tardaron
24 horas para recuperarse hasta 96 horas para recuperarse
Acanthamoeba castellanii 30898 Acanthamoeba castellanii 30010
Acanthamoeba griffini 30731 Acanthamocba castellanii 30011
Acanthamoeba polyphaga 30486 Acanthamocbu castellanii 30869
Acanthamoeba tubiashi 30867 Acanthamoceba jacobsi 30732
Hartmanella vermiformis 30966 Hartmanella vermiformis 23
[T alilkampfia inornata 30965

Tabla 4. Sensibilidad de las AVL a diferentes concentraciones de AVA.
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En algunas cepas se probaron diferentes concentraciones de metanol. Para estandarizar la
técnica se utilizo A. castellanii 30010 y 30011. En la cepa 30010 se excedio la cantidad de inéculo
inicial y al revisar los pozos a las 24 hs, en todas las concentraciones se pudo apreciar una gran
cantidad de quistes y por tanto un nimero menor de trofozoitos, motivo por el que se expresan
valores negativos en la gréfica (debido a las condiciones adversas como son la falta de espacio y
alimento y no al metanol) (Gréfica No.1). En la cepa 30011 se realizaron dos lecturas a las 24 y 96
hs, en la primera el incremento de microorganismos fue escaso v en algunos pozos el metanol casi
se habia evaporado por lo cual se les agregd mas metanol v se mantuvieron en el solvente durante
mas tiempo. En la segunda lectura se noté un incremento, por ¢jemplo en concentraciones de
metanol absoluto y alcoholes al 60, 50 y 20 % se observaron mas de 900 amebas y aunque no se
realizaron conteos de metanol al 10 % y en el control con SSN por falta de inéculo, éstos detalles
se consideraron para los demas conteos (Grafica No. 2).

Las cepas a las que se les hicieron las pruebas de tolerancia al metanol son las siguientes: 4.
castellanii 30011 y 30869, A. healyi 30866 vy A. palestinensis 30870 (Grafica No. 3) y el
incremento (reproduccion de las amebas) o disminucién (enquistamiento) de los microorganismos

se muestran en la Tabla 5.

CONCENTRACIONES DE METANOL

CEPA SSN| 0 10 [2 [ 3[40 [50] 60 [70[ 8 [ 9 [100

A castellanii 30017 | 141 |-182 |15 |114 [369 176 |105 |9 1535 [149 |183 |26
A. castellanii 30869 1-82  [-38 |-7 |2 36 |78 |14 [44 131 [105 [102 [-23
A healyi30866 [-15 |65 [56 [78 [190 [6 51 |70 [40 [4a1 |2 95

A palestinensis 30870| 53 | 6 95 [52 |61 [98 [199 [ee |77 [153 |77 [-254

Tabla 5 Cepas a las que se les hicieron pruebas de tolerancia al metanol.

** NOTA: Los datos representan la diferencia de microorganismos que hubo de la lectura al tiempo

cero (al momentode agregarles metanol) vy a las 24 horas (tiempo de incubacion).
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DISCUSION

En el presente estudio se evalué la actividad amebicida de los extractos acuoso y
metandlico, asi como algunos compuestos puros de B. cordata.

En el caso de los extractos, el que mayor efectividad presenté fue el metandlico ya que
indujo el enquistamiento en 16 de las 29 cepas probadas. Para descartar dafios provocados por el
metanol se realizaron pruebas de tolerancia al solvente en algunas cepas. Tomlinson (1991) probo
diferentes farmacos contra 4. castellanii y algunos de ellos (Clotrimazol y Miconazol) se
disolvieron en etanol y metanol respectivamente y aunque estos solventes pudieran ser toxicos. ¢l
los sugiere como buenos vehiculos para la administracion de medicamentos, lo cual fue de nuestro
interés, ya que en el sondeo general que fue realizado en algunas cepas se supone que quiza se
incrementa la velocidad de reproduccién, como en A. castellanii 30011 donde se observd un
aumento considerable. Podria pensarse que de alguna forma la ameba toma la molécula, la
incorpora a una via metabdlica y esto le beneficia en su reproduccion. Es necesario aclarar que no
se da lo mismo en todas las cepas, pues en algunas el nimero de trofozoitos mas o menos se
mantiene y en otras lo que mds se observan son quistes; en este tiltimo caso se supone que la ameba
se alimenta de metanol, se reproduce y conforme pasa el tiempo ya no existe espacio suficiente. ni
alimento por lo cual los microorganismos enquistan, una vez transcurrido el tiempo de la prueba, a
los quistes se les agregd SSN + bacteria y todos ellos fueron viables (volvieron al estado de
trofozoito). Cabe mencionar, que en los casos donde el nimero de amebas se incremento respecto
al control, las condiciones morfoldgicas de los trofozoitos fueron diferentes; en el caso del metanol
absoluto, los trofozoitos se observaron granulosos, la membrana mas oscura y su vacuola no tan
activa, lo que hizo suponer que dentro del organismo hubo cambios o adaptaciones debido al
metanol. Por otra parte en los controles se observaron movimientos en las amebas e incluso la
vacuola present actividad.

A los compuestos puros no se les pudo determinar la MIC ni la LDso sobre los quistes, ya
que la dosis méaxima utilizada en compuestos antimicrobianos es de 32 mg/ml y a esta
concentracion, los quistes no fueron afectados aparentemente, excepto en el tiempo de

exquistamiento ya que una vez que se les retir6 el compuesto, algunas cepas exquistaron a las 24
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horas y otras a las 96 hs. Esto pudo deberse a que el manejo de cultivos no fueron sincronicos y por
eso algunos trofozoitos exquistaron antes que otros. Otra cosa que pudo haber sucedido es que el
compuesto de alguna forma penetro en el quiste ya sea por 6smosis o a través de los ostiolos y
quiza dahd un poco al microorganismo retrasando su salida. En otros casos, al realizar la primera
lectura se encontraron trofozoitos dafiados, lo que hizo suponer que las muestras iniciales iban con
algunos quistes inmaduros que exquistaron (probablemente debido a la falta de control en la edad
de los cultivos) y como en el medio se encontraba ¢l compuesto, este pudo inhibirlos o causarles
dafio, por eso se veian granulosos en ciertos casos y con apariencia difusa en otros, ademas de
algunos quistes; por eso al realizar la segunda lectura ya se observaban trofozoitos totalmente
recuperados y mayor cantidad de quistes.

En el caso de los trofozoitos, se calculé la dosis a la cual fueron dafiados aparentemente (por
su morfologia principalmente). En el caso de la linarina, la mayoria de las cepas comenzo a
presentar dafio a partir de 2 mg/ml y en el caso del AVA a partir de 1 mg/ml, pero de acuerdo a lo
reportado en la bibliografia estos valores son dosis muy altas para destruir amebas, pues en la
mayoria reportan valores de microgramos y son compuestos sintéticos de familias como los
aminoglucosidos, cefalosporinas, diamidinas, fluoroquinolonas, azoles, penicilinas y polienos,
entre otros, razon por la cual a V. inornata 30965 no se le continuaron probando. mas dosis de AVA
a pesar de que a 32 mg/ml resultd ser sensible (es decir, después de 96 hs la ameba no presentd
movimiento, ni actividad vacuolar, manteniendo las mismas caracteristicas reportadas en la primera
lectura, con membrana mas oscura en algunos casos y granulosidades o con apariencia difuminada
‘en otros ).

Ahora bien, aqui cabe aclarar qué en este y en otros estudios los investigadores ain no se
ponen de acuerdo en la estandarizacidn de este tipo de técnicas. Osato et al. (1991), mencionan que
esta falta de estandarizacion ha llevado a la obtencién de resultados dudosos y que no se pucden
reproducir en otros laboratorios, por lo cual proponen tomar en cuenta los siguientes parametros:
edad de los cultivos; que como se pudo observar en nuestro estudio son un factor importante ya
que en donde se suponia que habian sélo trofozoitos también se encontraron quistes o en donde se
suponia que solo habia quistes s¢ encontraron trofozoitos dafiados; tiempo de exposicion al
firmace, que en nuestro experimento fue de 24 hs y por ejemplo Schuster y Jacob (1992) sugieren

45



dejar los cultivos hasta 21 dias para ver realmente el efecto de la droga probada y Place et al.
(1994), sugieren una doble exposicion a los farmacos lo cual daria una mayor seguridad de que se
esta actuando directamente sobre el microorganismo; fase morfolégica. como ya se menciond. cs
dificil erradicar a los quistes, por ser una fase de resistencia, en nuestro experimento se decidié
probar en los dos estadios; el tamaiio del inéculo. se controld poniendo 200 trofozoitos o quistes
por pozo; la composicién del medio de cultivo y el método de preparacién, aunque se trabajaron
medios de cultivo monoxénicos, estos son dificiles de controlar por la invasion de otros
microorganismos como bacterias y hongos, asi como por el tiempo de adaptacion y lo maés
importante el criterio para identificar células después de la_exposicién al fairmaco de lo cual
depende el éxito de este tipo de trabajos. Con respecto a este punto. Schuster y Jacob (1992)
mencionan que es muy dificil definir este criterio; ya que por ejemplo en un hematocitometro se
cuentan por igual células vivas y muertas, situacion que dificulta el  distinguir a los
microorganismos solo por su actividad vacuolar. Buck y Rosenthal (1996), propusieron dos
métodos para identificar bien a los microorganismos; el del hematocitometro (donde cuentan
células vivas y muertas) y la técnica de microlitros (donde solo cuentan células vivas). Esta tltima
esta basada en pequefios bloques de agar con bacteria y si bien tiene algunas desventajas, con ello
pudieron demostrar que es mas confiable que el método del hematocitometro utilizado por la
mayoria de los investigadores. En esta investigacion, es notorio que también nos costé algo de
trabajo dicho pardmetro y aunque se resembraron algunos experimentos, control y testigo, el hecho
de no realizar las lecturas directas del lugar donde se pusieron en contacto la ameba con los
extractos/compuestos puros de la planta (en este caso en los pozos), podria ser una variable que
explique los resultados que se obtuvieron, por eso se sugiere para estudios posteriores la
implementacidn de la técnica utilizada por Buck y Rosenthal.

Un hecho interesante, son el grupo de amebas del género 4. castellanni y A. polyphaga con
las que se trabajaron, pues si bien cada especie constd de 5 cepas diferentes, todas ellas se
comportaron de distinta manera, lo cual hizo suponer que quiza se trataba de especies diferentes, a
pesar de que se obtuvieron de una misma coleccion.

Finalmente, por lo que respecta a la planta no podemos decir que esta tiene un efecto

significativo sobre las AVL, pero tampoco que no lo tiene, pues faltarian mas pruebas por realizar.
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Como se menciond en los antecedentes, la planta estd estudiada fitoquimicamente, pero
microbiologicamente hay muy pocos estudios y estos generalmente estan enfocados a bacterias. En
cuanto a los extractos solo se probaron dos de ellos y por tanto cabria la posibilidad de evaluar otros
de diferente polaridad. En cuanto a los compuestos puros, solo se probaron dos pero faltaria
analizar otros por separado y quiz4 hasta la combinacién de algunos de ellos para ver si éstos
pueden actuar en sinergia.

Este trabajo puede ser util para estudios posteriores en los cuales se desee probar otros

compuestos puros y fArmacos de origen vegetal.
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CONCLUSIONES

Los extractos acuoso y metandlico no presentaron un efecto significativo sobre las cepas de

AVL probadas.

De los compuestos puros analizados. la linarina mostré tener un efecto amebostatico en
todas las cepas y el AVA efecto amebicida en una cepa, efecto amebostatico en 27 cepas y
sin efecto en una cepa. En estado de quiste todas las cepas fueron resistentes a los extractos

y compuestos de B. cordata.

La concentracién a la que aparentemente los trofozoitos son daiados en linarina fue de 2 mg/ml

yenel AVA de | mg/ml.

Podria suponerse que el metanol utilizado quiza es un factor importante que puede acelerar

la velocidad de reproduccion de algunas AVL.

Las diferentes cepas de A. castellanii y A. polyphaga responden de diversas formas a la

aplicacion de los extractos y de los compuestos puros de B. cordata.
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Caracteristicas de las cepas Tep H10 | Tep MeOH | Linarina | AV A |
ESPECIE Clave | Aistamiento | Origen | G. deP. | T ] O | T 1 G | T 10 T |0 E
Acanthamoeba astronixis 30137 Sueio ATCC P.O. X X A XIDjX A X ‘;
Acanthamoebu castellanit 30011 Codelen ATCC PO, x X A X D X A X
Acanthamaeba castellan. 30234 C. de Lex ATCC P.O. A X | A -l'_ X norx & 0l
Acanthamoeka castelluni 30869 Suela ATCC PO A X1 A ' x| D .}“"X“ T R i
Acanthamueba castellami 30010 Sueh ATCC P A x ! A N L ‘ X A P X i
Acanthamaeba castellann | 30898 Pozo ATCC B A X 0 A X 3 D X A 1—.5_(.:1
Acanthamoeba comandom | 32 Aire AMB. NP X 1 X X X 1 _D—q i_jf—\_u _3_ i
Acanthamoeba griffim 30731 Aguit ATCC PO | X | X X XI1b|X|iA1X]
Acanthamoeba hatcherni 307301 Sedirento ATCC P X bN A X Dl xTa l b
Acanthamoeba healvi 30866 | Cult RinMon | ATCC P X1 X N XDl x]al \___]
Acanthamoeba jacobsi 30732 | Sed Marino | ATCC P AXTX XD [X[AX]
Acanthamoeba lenticulara R4 Alberca ATCC P A X X XDy x \_3_‘ ;
Acanthamoeba lugdunensiy | 30 Aguas Trar AMB. P X X X X B | XA § N
Acanthamoeba palestinensis | 30870 Suelo ATCC P.O. A X X X D X ]“:& ‘Tm;_1
Acanthamoeba polyphaga | 31 Aire AMB, | NP, | X | X | X IX | DI X|AIJLxX]|
Acanthamoeba polyphaga | 30461 Cornea ATCC P.O. Al X X XD XT R %
Acanthamoeba polyphag 30486 Suelo ATCC P.O. X1 X A X | DI XA X
Acanthamoeba polyphaga  |30173| Cav Nasal | ATCC P.O. A X A SICAEZESESE
Acanthamoeba polyphaga | 30899 | Tract Resp | ATCC | P XX | XX DX 1A LL
Acanthamoeba rhysodes 30973 Suelo ATCC PO. XX X IX1DEX]TA X |
Acanthamocba royreba 308441 Cel Corion. | ATCC P XX a]X]DplIXTAlX
Acanthamoeba tubiashi 30867 Suelo ATCC N.P. X X A X . DX | X | X
Hartmannella cantabrigiensis | 22 AguasSubt. | AMB. [ NP. [ A [ X [ A XD xTA]X
Hartmannella vermiformis |23 Aguas Suht. AMB NP A x x X |2 1 6 A X
Hartmannella vermifarmis__| 30966 | Aguadulce | ATCC | PO. | A | X | A | X | D | X | A | X |
Vahlkampfia avara 30964 | Aguadulee | ATCC N.P. X | X A X|D]XxX|]AlX
Vahlkampfia inornata 30965 Agua dulce ATCC PO. A X A X D x M X
Vahlkampfia sp. 13 | AguasSubt | AMB. | NP. | A | X | A | X | D | X | A|X
Vahlkampfia sp. 14 Aguas Subt. | AMB, N.P. XX L X ] D XTI TR

Cuadro No. 1. Sensibilidad a los extractos y compuestos puros de B. cordata a una concentracién de
32mg/ml.

C. de Lev.= Cultivo de levaduras  Cult.Rii.Mon= Cultivo de celulas de rinon de mono  Sed.
Marino=Sedimento marino Aguas Trat.= Aguas tratadas Cav. Nasal= Cavidad nasal Tract. Resp.=
Tracto respiratorio  Cel. Corion.= Células coriocarcinomas Aguas Subt.= Aguas subterraneas ATCC=
American Type Culture Collection AMB= Aislamientos ambientales G. de P.= Grado de patogenicidad
P= Patégena P.O.= Patdgena oportunista N.P.= No patdgena Tep H20= Extracto acuoso de tepozan
Tep MeOH = Extracto metandlico de tepozan  AVA= Acido vainillinico acetilado T= Trofozoito Q=
Quiste X=Sinefecto A= Amebostitico M= Amebicida D= Trofozoito danado.
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Concentraciones de Linarina

- I [ 2 | 3 [ 3] 5[ 6|78 ]9 W[
ESPECIE Cave | T1O[ TTQITTOI T Ol T]olTTOYTOI T IO ol T
Acanthamocha asironiviy 307 | PP P D|IX|PIN|DIXIPIX[PIX[X[NTX] F’W—{ X|PIX
Teanthuamoche castollan: 30000 D[X[D[X[PINIDID —ii‘+_* AXAIX P T IXIXIXIDTX
Acanthamoeha casteliann WS DIPID|P|D|PIAISIP|D|P|* | X[X|XIDIX|X|X[DIX[|*
Teanthanueha castllin et D DD PIP[P[D[DIDINTDXTATXTATX [ IX[X[XIX]X
Acanthamoebu casaellani 00 DIX{A|X|X|X[{X[X|X .\'WT NINIXIX]XXIXTX[XTXTX] X
Acanthumoeha custellanu 30898 D X|PIX[P{PIPIP[A}P : AlXIAIXTAIXIAIXIAIXIALX
Acanthamoeha comundori )32 D] PID|D|D LD : DX ,\'“)E‘ XXX IR XX T XXX
Tcanthamoeba griffin W31 PIX|D|FIX P XD X[ P X|PIXIX[X[XIX]R[X[X][X[X
Acanthamoeba hatchetti 00 [DIPIPID[DIDIA[PIP[PX[X[A[XTATXTATX[X]IXIX]X
Acanthamoeba healv 0866 | D[ X[ PX[DIXTPIX|PIX[PIX[A[X XX XIXTXIXIX]X]
jmmhamc}ebu_.f'uwhu WZID|PID|X|D X[D! *IDIX[AIX|A* (XXX X|[*]X]*
Aeanthamoeha lenticulata WEN D[P PID | P|* |A|D|D] * IX|X|X]* | X| XN X|X|X|X[X
canthamoeba lugdunensis |30 |D|P|D|D|P|D|D|X|D[X| " [X X[ X|A[X[X|X|X[X[X[X
Acunthamoeba palestinensis 3BT DD |D|D(D|D{DIDIP|D|X|DIXIX|XIX|X|X|X|X|X|X
Acanthamaoeba polyphaga 31 DIPIDIPID[P|ID|DIXIX|X|X[X|X|X|X|X|X]|X|X]X|X
Acanthamoeba polyphaga  [30M61 | D|D|D DD D |D|D|DIDI* [ XXX |X|X|AX[X|X]|X]|X
Acanthamoeba polyphaga 3086 | D|PID|PIX]|* XX X INIX X XA X P I X[X|X]X]X
Acanthumoeba polyphaga M| PIX|ID|X|D|P|PIX|PID|P|DIPX|*|DIX|X]|*|DlA]X
Acanthamoeba polyphaga 0899 P[P P|X|P|P|P|P|IPIX|A|X|A|X|P|IPIA|X|X|X[X|X
Acanthamocba rhysodes WD D[X|D| P D|X|D|X[A[X[A[X[A|X][A[X[A[X[AIX]ATX
Acanthamaoeba royreba R |D|PID|D|D|X|X|X|D|X|D[P|D|P|X|P[X[X[X[P|X[P|
Acanthamoeba tubiashi T |D|D{P|D|D|P|X|D|AIDIXIX|X|X[X|X|A|X[A|X|A|X
Hartmannella cantabrigiensis | 22 DIXID|X|[DIX|DIX|DIXIXIX|X[X[X|X[X[XIX|X|X]|X
Hartmannella vermiformis |23 |D|X|D|* |D|*|D|D|D[X[D | X|A[* |A|X[A|*|A[X[X][X
Hartmannella vermiformis _ [30966 D[P [D|P D[ * PP XX | X[ X[X]X[X[X]X | XXX | XX
Vahikampfia avara 3094 | D|D|D|X|D|P|DIP|D|X|X|XTA|X|A|X[X[X[X[X]X][X
Vahlkampfia inornata 30965 |D|D|D|D;D{D|D|D|D|D|[D|[P|D{P{D|P|D|X|{X]|"|XI|P
Vahlkampfia 5p. 13 |D|X|D|XID|*|D|*|D|P|AID|X|X|A|[X|[A|IX AIXIX]X
Vahlkampfia sp. 14 DIX|D|P|D[P|D|X{D|X|D|IX|X|P|X|X|X|X|X|P|X]|*

Cuadro No. 2. Sensibilidad de las AVL a diferentes concentraciones de Linarina.

Concentraciones de linarina (mg/ml}.
1=32 2=16 3=8 4=4 5=2 6=1 7=0.5 8=025 9=0.125 10=0.0625 11=0.03125

X=Sin efecto A= Amebostatico D= Trofozoito daflado P= Particulas de linarina *= Sin indculo
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Concentraciones de AVA

1 2 3 4 5 6 7 8 9

—
ey

ESPECIE Clave |~
Acanthamoeba astronixis 30137
Acanthamoeba castellanii 0011
Acanthamoebu castellanii 30234
Acanthamoeba castellanii IDR6Y
Acanthamoeha castellanii 30010
Acanthamoeba castellanii 30898
Acanthamoeba comandoni | 32
Acanthamoeba griffini 30731
Acanthamoeba hatchetti 30730
Acanthamoeba healyi 30866
Acanthamoeba jacobsi o732

Acanthamoeba lenticulata 30841

Acanthamoeba lugdunensis | 30

Acanthamoeba palestinensis | 30870

Acanthamoeba polyphaga |31

Acanthamoeba polyphaga | 30461

Acanthamueba polyphaga | 30486

Acanthamoeba polyphaga 30173

Acanthamoeba polyphaga | 30899

Acanthamoeba rhysodes 30973
Acanthamoeba royreba 30844
Acanthamoeba tubiashi 30867

Hartmannella cantabrigiensis | 22

Hartmannella vermiformis |23
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Hartmannella vermiformis 30966
Vahlkampfia avara 30964
Vahikampfia inornata 30965
Vahlkampfia sp. 13
Vahikampfia sp. 14

Cuadro No. 3. Sensibilidad de las AVL a diferentes concentraciones de AVA

Concentraciones del AVA (mg/ml):
1=32 2=16 3=8 4=4 5=2 6=1 7=05 8= 0.25 9=0.125 10=0.0625 11=0.03125

X = Sin efecto A = Amebostatico M = Amebicida
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