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Efecto in vitro de la resina de Gymnosperma glutinosum (Spreng.) Less. sobre Naegleria fowleri

1 RESUMEN

Las amibas de vida libre (AVL) se encuentran en todo tipo de ambiente y su
distribucion es cosmopolita, ocupando un lugar importante en la cadena alimenticia y las
comunidades naturales donde hay agua, alimentandose de bacterias, hongos, algas y otros

protozoarios.

De las AVL solo un grupo muy pequefio de ellas produce enfermedades en animales
y el hombre.

El interés médico sobre las AVL radica en que con el paso del tiempo han cobrado
la vida de pocas personas, principalmente las AVL que habitan en medios acuéticos
naturales o artificiales, de uso recreativo e industrial, provocando enfermedades en el ser

humano

Naegleria fowleri es el agente causal de la meningoencefalitis amebiana primaria
(MEAP), que produce la muerte en un lapso de 3 a 7 dias posteriores a su periodo de

incubacion.

En el presente trabajo se probo el efecto antiamebiano de la resina de la especie
Gymnosperma glutinosum (Spreng.) Less., por ser una planta que tiene multiples usos en la

medicina tradicional mexicana, empleada como antimicético y antibacterial.

Se realizaron ensayos de viabilidad con amibas de la especie Naegleria fowleri,
mediante la técnica de MTT, para posteriormente determinar las dosis letal (DL) y letal
media (DLso), del exudado resinoso de G. glutinosum sobre N. fowleri. Como medicamento
de referencia se utiliz6 Anfotericina B. La actividad amebicida se determin6 por medio del

efecto de la resina sobre la curva de crecimiento de N. fowleri.

La dosis letal fue de 90ug/mL vy la letal media de 62.5ug/mL. La resina de G.

glutinosum resultd ser amebicida a una concentracion de 90ug/mL.



Efecto in vitro de la resina de Gymnosperma glutinosum (Spreng.) Less. sobre Naegleria fowleri

La resina presentd una toxicidad media (444pg/mL) sobre las larvas Nauplio 1l de

Artemia salina.

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede concluir que el exudado resinoso de

G. Glutinosum posee actividad antiamebiana sobre N. fowleri.
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2 INTRODUCCION

Las amibas de vida libre (AVL) se encuentran en todo tipo de ambiente y su
distribucion es cosmopolita, ocupando un lugar importante en la cadena alimenticia y las
comunidades naturales donde hay agua, alimentandose de bacterias, hongos, algas y otros

protozoarios (Wellings et al.,1979; Pelczar et al, 1982).

Las AVL se pueden encontrar en toda la biosfera incluyendo los casquetes polares,
el suelo, el agua y la atmosfera (Rivera et al., 1987a). Viven principalmente donde hay
agua, pudiéndoseles encontrar en estanques, rios, arroyos, lagos, piscinas, sistemas de
tratamiento de agua residual, corrientes subterraneas e incluso agua entubada y embotellada
(Wellings et al., 1977 ; 1979; Rivera et al., 1979, 1981, 1986, 1987b, 1988, 1994). Las
temperaturas elevadas favorecen su proliferacion por lo que se les encuentra cominmente
en aguas termales, naturales y en aguas contaminadas térmicamente por descargas
industriales (De Jonckheere, 1977, 1981; Cerva et al., 1982; Kasprzak et al., 1982; Sykora
etal., 1983).

El estudio de las AVL ha demostrado que s6lo un grupo muy restringido provoca
infecciones humanas incluyendo a los géneros Naegleria, Acanthamoeba, Balamuthia y
probablemente Hartmannella (John y Howard, 1993; Visvesvara et al., 1993). Los
organismos del género Naegleria son capaces de provocar meningoencefalitis amebiana
primaria (MEAP) que ocasiona la muerte en el lapso de tres a siete dias. Las pertenecientes
al género Acanthamoeba provocan encefalitis amebiana granulomatosa (EAG) crénica que
pueden ocasionar la muerte en periodos mayores, y también pueden provocar infecciones

muy severas en otros 6rganos como pulmon, piel, ojos y oidos (Kilvington et al., 1991).

Para describir a las amibas capaces de sobrevivir en el ambiente y como
endoparasitos se ha propuesto el término anfizoico (del griego amphi, que significa, ambos
lados) (Page, 1974, 1976).

Resumen Pagina 3
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2.1 MORFOLOGIA Y CICLO DE VIDA

Las AVL son organismos unicelulares, asexuales, cuyas dimensiones varian de unos
cuantos micrometros hasta algunos milimetros. Pueden estar desnudas o cubiertas por una
testa; se mueven por medio de pseuddpodos, que también usan para fagocitar. Los tiempos
de generacion son variables y generalmente se incrementan con la temperatura (John y
Howard, 1993).

Los pseuddpodos muestran una considerable diversidad de estructuras y tipos que se
reflejan en una gran variedad de formas, su citoplasma esta constituido por dos zonas; una
capa transparente o ectoplasma y un endoplasma granular que fluye a lo largo del cuerpo
hacia los pseuddpodos. El ectoplasma es mas visible en las puntas de los pseudopodos,
donde forman zonas hialinas. EI endoplasma contiene de uno a varios ndcleos, una o varias
vacuolas, granulos de almacenamiento de alimento, mitocondrias y otras membranas e

inclusiones cristalinas (Page, 1988).

La formacidn de quistes es el mecanismo de proteccidn que presentan la mayoria de
los protozoos, incluidas las AVL, para protegerse de los cambios ambientales. De esta
manera pueden sobrevivir a la ausencia de humedad, cambios extremos de temperatura,
presion, pH, falta de oxigeno, acumulacion de desechos metabolicos, escasez de alimento o

algun otro factor adverso (Schuster, 1979; Marciano-Cabral, 1988).

2.2 ECOLOGIA DE LAS AMIBAS DE VIDA LIBRE

Las AVL pueden llegar a los cuerpos de agua, a los alimentos y a las heridas
superficiales en forma de quiste. Pueden desprenderse de los cuerpos de agua en forma de
aerosoles. Dentro de los cuerpos de agua las amibas viven sobre la superficie, adheridas a
particulas flotantes, en la columna de agua, o0 en los sedimentos. Puesto que las AVL son
habitantes comunes del suelo, juegan un papel dentro del ciclo de los nutrientes, porque

estimulan el incremento en la tasa de transformacion bacteriana del fésforo y del nitrogeno
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a formas aprovechables para las plantas, lo que produce una mayor produccion de biomasa
vegetal (Fenchel, 1987; Tyndall et al., 1989).

El enquistamiento es la manera como las amibas responden a variaciones
ambientales que amenacen su existencia. Los quistes pueden sobrevivir a las sequias,
cambios de pH y falta casi total de oxigeno. En su forma de quiste, las AVL pueden ser
acarreadas hacia la atmdsfera mediante corrientes de conveccion, sistemas frontales,
turbulencias o burbujas de aire (Rivera et al., 1987b, 1994; Rodriguez et al., 1993). El
tiempo y la distancia a la que pueden transportarse en la atmdsfera dependen de la altura de
la corriente de aire que las transporte y del tamafio que posean los quistes. En general, las
particulas de un diametro mayor de 20 um sedimentan casi de inmediato y su area de
distribucion es aproximadamente de 100 um. Lo anterior tiene importancia porque la
mayoria de las especies de AVL tienen un tamafio pequefio (6 a 15 um) y pueden ser
acarreadas por el viento a través de grandes distancias incluso entre continentes
(Rondanelli, 1987).

Las temperaturas extremas a las cuales las AVL son capaces de sobrevivir estan por
debajo de los 4°C y algunas pueden sobrevivir a temperaturas mayores de 45°C (De
Jonckheere, 1981). Por lo general, las especies patdgenas son termo tolerantes (Rivera et
al., 1994). Los cuerpos de agua que tienen temperaturas estables por arriba de los 35°C son
lugares ideales para la sobrevivencia y el desarrollo de las especies patdgenas (Kyle y
Noblet, 1986 y 1987). Aunque las AVL patdgenas tienen velocidades de crecimiento
inferiores a las no patégenas, las primeras pueden crecer e incrementar paulatinamente su
numero hasta llegar a niveles infectivos. Asi, los cuerpos de agua contaminada
térmicamente ofrecen un lugar abundante en materia organica y libre de competencia y un
nicho “vacio” de ameboflagelados, con escasa o nula depredacion. Puede hacerse un simil
con el cerebro de los vertebrados, en donde las amibas encuentran un ambiente con
temperatura estable, con abundante alimento, sin competencia y con una escasa presion

depredadora por parte de los mecanismos de defensa (Griffin, 1983).
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El intervalo de pH que las amibas pueden soportar esta entre 5.5 y 8.6. Solamente
las especies del género Acanthamoeba son tolerantes a los cambios de salinidad de las
aguas cuando estan en su forma tréfica y el quiste es resistente al ataque del cloro hasta
niveles de 2 partes por millon. Esta puede ser una de las razones que las convierten en
infectantes oportunistas. En contraste, en la mayoria de las areas geograficas donde se ha
aislado N. fowleri en el ambiente se ha detectado una fuerte influencia de los ciclos
estacionales, con numeros altos de amibas en el verano y el otofio y bajos en el invierno y

la primavera (De Jonckheere, 1979).

2.3 UBICACION TAXONOMICA.

La siguiente clasificacion no incluye todos los grupos de amibas, solo los géneros
Entamoeba, Acanthamoeba y Naegleria que son patogenos para el hombre y fue reportado
por la Sociedad de Protozoologia en 1985 (Lee et al., 1985).

Reino: Protista; Haeckel, 1866

Subreino: Protozoo; Golfuss, 1818, von Siebold, 1846

Phylum: Sarcomastigophora; Honigberg y Balamuth, 1963

Subphylum: Sarcodina; Schmarda, 1871

Superclase: Rhizopodea; VVon Siebold, 1845

Clase: Lobosea; Carpenter, 1861

Subclase: Gymnamoebia; Haeckel 1862

Orden: Amoebida, Kent, 1880

Suborden: Tubulina; Bovee y Jahn, 1966

Familia: Entamoebidae; Caton, 1925

Género: Entamoeba; Casagrandi y Barbagallo, 1895
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Efecto in vitro de la resina de Gymnosperma glutinosum (Spreng.) Less. sobre Naegleria fowleri

Familia: Acanthamoebidae; Sawyer and Griffin, 1975

Geénero: Acanthamoeba; Volkonsky, 1931; Page, 1967

Orden Schizopyrenida; Singh, 1952.

Familia : Vahlkampfiidae; Jollos, 1971; Zulueta, 1917

Género: Naegleria; Alexeieff, 1912; enmed. Calkins, 1913

Hasta la fecha se han descrito seis especies del género Naegleria (John, 1993).
N. gruberi Schardinger, 1899

N. fowleri Carter, 1970

N. jadini Willaert & Le Ray, 1973

N. lovaniensis Etevens. De Jonckheere & Willaert, 1980

N. andersoni De Jonckheere, 1981
N. australiensis De Jonckheere, 1981

Siendo las dos Unicas especies patdgenas N. australiensis (patdégena para ratén) y N.
fowleri (patdgena de mamiferos, aves y el hombre).
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1 INFECCIONES POR AMIBAS DE VIDA LIBRE

Las AVL han sido estudiadas desde 1841, cuando Félix Dujardin en Francia
describe por primera vez una amiba pequena de vida libre y le da el nombre de Amoeba
limax. No obstante, solo se les consideraba como organismos que forman parte del
ambiente y que llevan un papel modesto en la trama del ecosistema. Ciento diecisiete afios
después, se hace el primer reporte del efecto citopatico de Hartmannella y Acanthamoeba
en cultivos celulares de rifion de mono y se propone que las amibas de vida libre tienen un
potencial patogeno (Culbertson et al., 1958). Los primeros casos de infecciones humanas
fueron registrados en Australia (Fowler y Carter, 1965). Un afio después del reporte, tres
infecciones fatales fueron descritas en Florida (Butt, 1968). La sintomatologia de estos
casos fue muy similar a la de los casos de Australia, aunque esto no era aparente en ese
entonces, los siete casos sentaron las bases de las caracteristicas clinicas y patologicas de la

enfermedad.

Los primeros casos de meningoencefalitis en humanos debidamente comprobados
provienen de hace apenas unas décadas (Carter, 1970). En ese entonces, se creia que todos
los casos comprobados de MEAP se debian a Naegleria fowleri posteriormente se
reconocen casos de encefalitis causados por amibas del género Acanthamoeba (Robert y
Rorke, 1973) con lo que las diferencias clinico-patologicas empezaron a emerger. A medida
que la enfermedad se fue conociendo mads, se encontrd que algunas infecciones oculares y
de la piel eran causadas por Acanthamoeba (Martinez, 1985) y se propuso el término de
encefalitis amibiana granulomatosa (EAG) (Martinez y Amado-Ledo, 1979) para
diferenciarla de MEAP debida a Naegleria fowleri. El interés médico se ha venido
incrementando al saberse que provocan la muerte (De Jonckheere et al., 1984). Este hecho
reviste mayor importancia si se considera que las AVL potencialmente patdgenas se pueden
encontrar con facilidad en cuerpos de agua de uso recreativo e industrial (De Jonckheere,
1978, 1979; Coronado-Gutiérrez y Lopez-Ochotorena, 1980; Kasprzak et al., 1982; Scaglia
etal., 1983; Rivera et al., 1989)
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Los estudios AVL en México fueron iniciados por Rivera y colaboradores (Rivera y
Paz, 1978; Rivera et al., 1984 a,b), quienes reportaron amibas del género Naegleria y
Acanthamoeba en reservorios naturales de agua dulce de la Ciudad de México. A partir de
1979 a la fecha, se han aislado de aguas de grifo y de agua mineral embotellada, de la
atmosfera de la Ciudad de México, asi como de la regién nasobucofaringea de pacientes
odontologicos de ambos sexos, (Rivera et al., 1981, Rivera et al., 1984b; 1986, Rivera y
colaboradores 1987a, 1988, 1994 y Bonilla 2000). Las infecciones por AVL son
relativamente extrafias, sin embargo, se tienen reportes practicamente en todo el mundo. En
Meéxico, el estudio de estos organismos se intensifico después de los reportes de MEAP por
Valenzuela et al., (1984), Rodriguez-Pérez (1984) y Lopez-Corella et al., (1989); ademas

de los casos en el Valle de Mexicali (Ferreira et al., 1997)

El primer caso de MEAP en México fue detectado en 1978 en un sujeto de 16 afios
de edad con antecedentes de natacion en los canales de riego del Valle de Mexicali, Baja
California y fue publicado hasta 1984 (Valenzuela et al 1984). Desde entonces a la fecha,
se han diagnosticado 29 casos en México (Lares, 2001), incluyendo un sobreviviente

tratado con anfotericina B, cloranfenicol y sulfadiazina (Rodriguez-Pérez, 1984).

1.1 Naegleria fowleri.

La especie N. fowleri, también puede invadir al ser humano y animales, el trofozoito
es el estadio invasivo, su periodo de incubacion varia de dos dias a tres semanas,
dependiendo del tamafo del indculo y la virulencia de las amibas. La inhalacién de agua, o
mas raramente, de aire conteniendo amibas, pone en contacto a estos microorganismos con
el neuroepitelio olfatorio, constituyéndose de esta manera la ruta de diseminacion de las
amibas a otras partes del encéfalo y del espacio subaracnoideo vascular (Martinez, 1985;

Martinez y Visvesvara, 1997).

El género Naegleria consta de tres estadios durante su ciclo de vida en el ambiente

(Page, 1988):
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e Trofozoito, o forma vegetativa, que es la fase del ciclo en la que se alimenta y
reproduce.

e Quiste, que es la forma de resistencia.

e Flagelado, estadio transitorio que no se alimenta, ni se multiplica y después de un

tiempo regresa a la fase trofica.

Trofozoito. Los trofozoitos de las diferentes especies son muy similares en
apariencia y son conocidas como amibas limax, son alargadas y se mueven de manera
unidireccional por medio de un pseudépodo eruptivo, llamado lobdpodo, el nucleo posee un
denso y esférico nucléolo central o cariosoma y una membrana nuclear sin cromatina
granular. El trofozoito de N. fowleri en movimiento mide en promedio 22 um de longitud;

en forma inactiva, redondeada, mide de 9 a 15 pm de diametro (Carter, 1970)(Figura 1).

Los trofozoitos de N. fowleri y N. australiensis (patégena en raton) poseen unas
estructuras fagociticas distintas conocidas como amebostomas, que son usadas para engullir
alimento y varian en numero de una a doce por amiba. Por microscopia electronica de
transmision se ven granuladas, en contraste con las areas vacuoladas de la amiba. En las
especies no patogenas no son evidentes. Aparentemente, no existe correlacion entre el
grado de virulencia y el nimero de amebostomas; sin embargo, la patogenicidad si parece
estar correlacionada con su presencia, ya que las dos uUnicas especies patdgenas de

Naegleria las poseen (John, 1993).

La reproduccion es por fision binaria del trofozoito. La division nuclear es
promitética, lo cual indica que el nlcleo y la membrana nuclear persisten durante la
divisioén nuclear (cariocinesis). El nucléolo se alarga formando una estructura en forma de
“pesas” y se divide en dos masas polares, que mas adelante se convierten en el nucléolo de

cada una de las dos nuevas amibas (Page, 1988)
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Figura 1. Trofozoito de Naegleria fowleri.

Flagelado: Cuando las condiciones en el ambiente son adversas, los trofozoitos se
pueden transformar en formas flageladas temporales; el mismo efecto se puede inducir
experimentalmente con agua destilada o solucion buffer no nutritiva. El flagelado tipico es
una célula de forma pirimiforme, con dos flagelos que emergen por debajo del rostrum
anterior. El estadio flagelar de N. fowleri es muy uniforme, la mayoria presenta dos flagelos

(Figura 2), (Page, 1988).

Figura 2. Estadio flagelar de Naegleria fowleri.

Quiste. El quiste de N. fowleri es esférico, con un diametro de 7 a 15 um (Page,
1988)(Figura 3). En quistes analizados con la técnica de microscopia electronica, se
observan al menos dos poros (u ostiolos) con tapén y una pared relativamente delgada,

caracteristica que hace a esta especie muy susceptible a la desecacion (Bonilla, 2000).
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Figura 3. Forma quistica de Naegleria fowleri.
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2 INFECCIONES EN HUMANOS.

La MEAP es una enfermedad aguda, rapidamente progresiva y fatal que tiene como
agente causal a Naegleria fowleri. Debido a que la invasion es muy rapida, hay necrosis

hemorragica de gran parte del encéfalo (Martinez, 1985).

El cuadro clinico es muy parecido a la meningitis bacteriana; sin embargo, en la
infeccion por Naegleria existe el antecedente de que los pacientes, en su mayoria son
jovenes y previamente sanos, que nadaron en algin cuerpo de agua, asi como el hecho de
encontrar escaso exudado purulento y ausencia de bacterias en el liquido cefalorraquideo
(LCR). EI diagnéstico se confirma con el aislamiento de amibas en forma de trofozoito

(nunca quiste, ni flagelados) del LCR o del tejido de biopsia cerebral.

2.1 MANIFESTACIONES CLINICAS

Naegleria fowleri puede producir una meningoencefalitis aguda y fatal en nifios y
jovenes. Los signos y sintomas de la MEAP consisten en presion intracraneal elevada
(ndusea, vomito en proyectil y fotofobia), cefalea intensa, irritacion de la mucosa nasal,
fiebre, datos de irritacion meningea (rigidez de nuca) y encefalitis. El curso clinico se
caracteriza por confusion mental, en algunos casos crisis convulsivas; pérdida de apetito,
vision doble y/o borrosa, trastornos del gusto, del olfato y alucinaciones, coma profundo y
finalmente la muerte. La mayoria de los pacientes mueren dentro de la primera o segunda
semana después de la aparicion de los primeros sintomas, dependiendo del manejo y
resistencia del paciente, asi como la virulencia de las amibas (Martinez y Visvesvara,

1997).

2.2 CARACTERISTICAS PATOLOGICAS

Durante la MEAP los hemisferios cerebrales y el cerebelo muestran edema y una
gran congestion. El bulbo olfatorio y los cortices orbitofrontales presentan necrosis y

hemorragia. El exudado fibrinopurulento es usualmente escaso. Histologicamente los
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trofozoitos se encuentran rodeando los vasos sanguineos dentro de los espacios de
Virchow-Robin con un nimero reducido de leucocitos polimorfonucleares. Generalmente

no se encuentran quistes en los tejidos (Butt, 1966; Callicot, 1968; Valenzuela et al., 1984)

2.3 DIAGNOSTICO

La MEAP puede confundirse con una meningoencefalitis aguda purulenta
producida por bacterias. El diagnodstico positivo de MEAP se basa en la correlacion de
signos y sintomas, que incluye areas endémicas (Visvesvara et al., 1990). El diagndstico
definitivo en MEAP est4 basado en la deteccion al microscopio dptico de los trofozoitos en
muestras de liquido cefalorraquideo o en tejido cerebral. La movilidad de los trofozoitos se
observa a través del microscopio de luz, de campo obscuro o de contraste de fases. Las
muestras tefiidas con Giemsa o Wright muestran la forma tipica del trofozoito. El
diagnéstico también puede realizarse utilizando técnicas inmunohistoquimicas como
inmunoperoxidasa e inmunoflourescencia con anticuerpos anti-Naegleria (Visvesvara,

1990).
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1 ANTECEDENTES.

Hasta el momento no existe un tratamiento satisfactorio para la meningoencefalitis
amibiana primaria. Los antibioticos usados para tratar la meningitis bacteriana no son
efectivos en una infeccion por Naegleria, al igual que los farmacos que se usan
generalmente como antiamébicos. La anfotericina B (AMB), una droga considerablemente
toxica, es el unico agente anti-Naegleria del cual se tiene evidencia de su efectividad en el
tratamiento de esta infeccion. Los cinco casos conocidos de sobrevivientes de MEAP,
fueron tratados con AMB suministrada por via intravenosa o intratecalmente. Los cinco
sobrevivientes fueron de Australia (Anderson y Jamieson, 1972), Gran Bretana (Apley et
al., 1970), India (Pan y Ghosh, 1971), de los Estados Unidos de Norteamérica (Seidel et al.,
1982) y México, el cual fue tratado ademds en forma conjunta con cloranfenicol y

sulfadiazina (Rodriguez-Pérez, 1984).

Los estudios in vitro de cepas de N. fowleri aisladas de humano y que son altamente
virulentas, demuestran que la amiba es extremadamente susceptible a la AMB, un poco

susceptible a miconazol y resistente a rifampicina (Seidel et al., 1982).

La AMB es administrada intravenosamente a altas dosis: 1-1.5 mg por Kg de peso
diariamente por 3 dias y después 1 mg por Kg al dia, durante 6 dias. Esta droga es un
polieno que actta sobre la membrana plasmatica perturbando su permeabilidad selectiva y
causando poros y por ende, fuga de los componentes celulares (Kobayashi y Medoff, 1977).

Cuando la amiba es expuesta a la AMB, se redondea y es incapaz de formar pseuddpodos.

Existen otros compuestos que han mostrado cierta proteccion en modelos de ratones
infectados con N. fowleri como por ejemplo la ciclofosfamida, A9-tetrahidrocanabinol
(Pringle et al., 1979) y combinaciones de AMB y miconazol, o con rifampicina (Vargaz et
al., 2004), con tetraciclina (Thong et al., 1979), con voriconazol e incluso con el anti
cancerigeno miltefosina, empleada en concentraciones arriba de 80 pM (Schuster et al.,
2006). Sin embrago, después de todos estos estudios, tanto in vitro como in vivo, la AMB
ha demostrado ser el compuesto que presenta una mayor actividad y eficiencia contra las

especies patogenas de Naegleria,( N. fowleri y N. australiensis), (Scaglia et al., 1983).



El problema del uso de la AMB, no radica entonces en su eficacia, sino en su alta
toxicidad, ya que se ha reportado que produce dafio renal principalmente, el cual
generalmente resulta irreversible y puede evolucionar a una insuficiencia renal, ademas de
que ocasiona dafios a otros Organos como, insuficiencia hepética aguda y alteraciones
hematopoyéticos (Belofsky et al., 2006). Tomando en cuenta lo anterior, se hace necesaria
la busqueda de nuevas combinaciones de farmacos o incluso la prueba de nuevos
compuestos que ofrezcan una alternativa al uso de la AMB tanto en eficacia como en la

disminucion de los efectos colaterales.



1 JUSTIFICACION.

Una de las posibilidades para encontrar nuevos tratamientos para aliviar la infeccién
por Naegleria fowleri se puede encontrar en la medicina tradicional, sobre todo si se toma
en cuenta que el uso de las plantas medicinales para combatir ciertas enfermedades, ofrecen
una disminucién de los efectos colaterales ademas de ser productos que estan al alcance de

un gran porcentaje de la poblacién mundial (Rates, 2001).

Actualmente, se ha demostrado que la resina de la planta Gymnosperma glutinosum
(que pertenece a la familia de las Asteraceae y que Heinrich et al., 1998, la considera como
una de las familias botanicas de mayor importancia en la medicina tradicional de México),
presenta una alta actividad antimicrobiana (Canales, 2007). Se ha probado en bacterias
Gram-positivas (Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Sarcina lutea y Bacillus subtilis) y
en Gram-negativas (Vibrio cholerae, aislada de un caso clinico, V. cholerae No-01, V.
cholerae aislada de agua, V. cholerae Tor, Salmonella typhi, Enterobacter aerogenes y
Shigella boydii) (Serrano, 2004; Canales et al., 2005a). Ademas, se ha demostrado
recientemente que dicha resina presenta también una importante actividad antifingica sobre
hongos patégenos que pueden afectar rifiones (Fusarium sporotrichum), pulmones
(Aspergillus niger), piel (Trichophyton mentagrophytes (Candida albicans) (Canales,
2007).

Algunos de los compuestos presentes en las resinas de las plantas de esta familia,
son los diterpenos, los cuales son metabolitos farmacoldgicamente importantes, por
ejemplo el taxol, del cual se ha determinado que tiene una funcion contra el cancer
(Buchanan et al., 2002). La actividad antibacteriana de los terpenos se atribuye a su accion
como disolventes de las membranas celulares, produciendo un efecto de lisis bacteriana
(Helander et al., 1998; Barre et al., 1997; Ahmed et al., 1993; Cowan, 1999) y por los

resultados observados, es muy probable que actie de la misma forma contra los hongos.

En cuanto al mecanismo de accién, un dato importante a considerar, es que la

anfotericina B, al igual que algunos diterpenos, presenta alta afinidad por los esteroles de
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las membranas celulares de hongos y bacterias, para formar canales en las membranas,
ocasionando la pérdida de moléculas y componentes celulares, hacia el exterior de la célula.
Por otra parte, en cuanto a los niveles de toxicidad, en estudios etnobotanicos previos, se ha
documentado el uso de infusiones de la parte aérea de la planta G. glutinosum para aliviar
diarreas (Canales et al., 20053, b), lo que hace suponer que los efectos colaterales no son

tan adversos como con el uso de la anfotericina B.

- ______________________________________________________________________________|
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2 HIPOTESIS.

Si el mecanismo de accion de algunos metabolitos secundarios como los diterpenos
y las flavonas que tienen actividad antibacteriana y antifdngica, es el de tener una gran
afinidad por los lipidos que componen la membrana celular, y actian como disolventes de
la misma produciendo una lisis al igual que la anfotericina B, que actua sobre los esteroles
de la membrana plasmatica formando poros por donde se pierde una gran cantidad de
moléculas y componentes celulares; y si se ha demostrado que la anfotericina B es el
farmaco que presenta una mayor actividad y eficiencia contra la infeccion ocasionada por
Naegleria fowleri y que los diterpenos y flavonas estan presentes en la mayoria de las
resinas de las plantas de la familia Asteraceae como en el caso de la planta Gymnosperma
glutinosum, la cual ha demostrado una alta actividad antibacteriana y antifungica en
estudios in vitro, entonces es probable que la resina de G. glutinosum tenga actividad contra

N. fowleri.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL

» Determinar la actividad in vitro de la resina de la planta

Gymnosperma glutinosum sobre la amiba Naegleria fowleri.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

» Obtener la resina de Gymnosperma glutinosum, mediante la técnica
de inmersion en cloroformo.

» Realizar una curva patron para los ensayos de viabilidad de los
trofozoitos de Naegleria. fowleri en cultivo axénico, mediante la
técnica de MTT.

» Determinar la dosis letal (DL) y la dosis letal media (DLsp) de la
resina de Gymnosperma glutinosum sobre Naegleria fowleri
mediante la técnica de MTT.

» Determinar la toxicidad de la resina de Gymnosperma glutinosum

mediante la prueba de toxicidad general de McLaughlin.
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1 MATERIAL Y METODO

1.1 RECURSOS BIOLOGICOS
1.1.1 PLANTA.

Como ya se ha mencionado, el presente estudio se llevo a cabo con la especie
Gymnosperma glutinosum, la que fue colectada en la localidad de Tepeji del Rio, Hidalgo
(voucher 28243) (Apéndice I).

1.1.2 AMIBAS.

Las amibas que se utilizaron para probar el efecto de la resina, son de la cepa
ATCC-30808, de la especic Naegleria fowleri (donadas por el laboratorio de Conservacion
y Mejoramiento del Ambiente CyMA de la F.E.S Iztacala).

1.1.3 RATONES.

Para reactivar la virulencia de las amibas se utilizaron ratones (Mus musculus)

machos de la cepa BALB/c de seis semanas de edad.

1.2 BIOENSAYOS PRELIMINARES
1.2.1 OBTENCION DE LA RESINA DE LA PLANTA Gymnosperma glutinosum.

Se tom¢ la parte aérea fresca de la planta, la resina se extrajo por inmersion de las
ramas de G. glutinosum en cloroformo, por un tiempo de 15s., este corto periodo de
inmersion fue suficiente para aislar toda la resina que cubre las ramas y las hojas, sin
extraer otros compuestos no-resinosos de otras partes de la planta. Posteriormente el
cloroformo se evapord bajo presion reducida, obteniendo asi solo la resina (Urzaa et al.,

1993).

1.2.2 CULTIVO DE LAS AMIBAS

Se cultivaron axénicamente en frascos Corning de 75cm” con 30mL de medio
Bactocasitona al 2% (DIFCO), enriquecido con suero fetal de bovino (SFB) al 10%, y se

mantuvieron en incubacion a 37°C para promover el Optimo crecimiento.
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1.2.3 REACTIVACION DE VIRULENCIA

Se realiz6 en tres ratones anestesiados con éter, a los que se les inocularon por via
intranasal 2x10° trofozoitos de N. fowleri a cada raton, utilizando una micropipeta. Se
tuvieron en observacion durante 9 dias aproximadamente, que fue el tiempo durante el cual
aparecieron los primeros sintomas y evolucion6 la enfermedad, tomando nota de los
cambios de comportamiento que se presentaron durante este tiempo y haciendo a los
ratones pruebas de reaccion a estimulos externos. Al momento de la muerte se extrajo el
cerebro para recuperar las amibas, estas se cultivaron nuevamente y se realiz6 un nuevo
pase por raton. Este procedimiento se repitié tres veces, y las amibas recuperadas se

cultivaron axénicamente para las pruebas posteriores, ver figura 4.

Figura 1. Obtencion de cerebro para recuperacion de amibas.

1.2.4 CURVA PATRON PARA LOS ENSAYOS DE VIABILIDAD DE LOS TROFOZOITOS DE
Naegleria fowleri CON LA RESINA DE Gymnosperma glutinosum.

Para probar el efecto de la resina se realizd una curva patron de la siguiente manera:
en una placa de cultivo de 96 pozos se colocaron diferentes cantidades de trofozoitos de N.
fowleri (desde 2.5x10° hasta 122 amibas) en 200puL de medio de cultivo, posteriormente a
todos los pozos se les agregd 25uL. de MTT (3-[4,5 dimetilazol-2 y 1]-2,5 difeniltetrasolio
bromuro) (5mg/mL), y se incubaron por un tiempo de 4 horas a una temperatura de 37°C.
Al término de este tiempo se desechd el sobrenadante y se agregaron 100ul de dimetil

sulfoxido (DMSO), dejando reposar la placa por 15 min en obscuridad. Como ultimo paso



del procedimiento, se leyo la absorbancia a 595nm en un lector para ELISA. Con los datos

de niimero de células y los valores de absorbancia se grafico y se obtuvo la curva patrén.

1.3 DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL (DL) Y LETAL MEDIA (DLso) DE
LA RESINA DE G. glutinosum SOBRE N. fowleri.

Para probar el efecto de la resina sobre las amibas, se colocaron en una placa de
cultivo de 96 pozos 2x10* trofozoitos por pozo en 200pL de medio de cultivo (Goswick y
Brenner 2003), a todos los pozos se agregaron diferentes concentraciones de la resina (10,
50, 100 y 150 pg/mL) (Mendiola et al., 1991; Tona et al., 1998; Guerra et al., 2001 y
Groswick y Brenner, 2003) y se incubaron a 37°C por un tiempo de 24 horas.

Después, se retird el medio con una micro pipeta y se agregaron 200uL de medio
mas 25 uLL de MTT, se dej6 incubar durante 4 hrs. Transcurrido este tiempo se centrifug6 la
placa a 1500 rpm por 10 min, se retiro el sobrenadante y se agregaron 100 pL de, DMSO,
siguiendo el procedimiento antes mencionado.

Los valores de absorbancia obtenidos se interpolaron en la curva patrén y se
graficaron, para asi obtener el resultado de el numero de trofozoitos que sobrevivieron al
contacto con la resina.

Para el control positivo se utilizé como referencia el fArmaco conocido y empleado
para el tratamiento de la MEAP AMB, para el que se realiz6 el procedimiento anterior
empleando las concentraciones siguientes de 0.01, 0.1 y 1 pg/mL (Groswick y Brenner,

2003).



Figura 2. Placa de cultivo para centrifugar.

1.4 PRUEBA DE TOXICIDAD GENERAL: METODO DE TOXICIDAD GENERAL
(MCLAUGHLIN, 1991).

El ensayo se realiza con larvas nauplio II de Artemia salina (Leach). En frascos de
vidrio trasparentes se colocaron 10mL de NaCl al 0.5 %; posteriormente se colocaron 10
larvas por frasco. Las concentraciones del problema a ensayar fueron 1,000, 100 y 10

pug/mL.
1.4.1 CONTROL NEGATIVO.

Como control negativo se utilizo dimetilsulféxido (DMSO), el cual fue el disolvente
empleado para la disolucion del problema, se empled el mismo volumen en el que se

disolvio la concentracion mas alta del extracto.
1.4.2 CONTROL POSITIVO.

Como control positivo se utilizé acido galico en concentraciones de 1,000, 100 y 10

ug/mL.



1.4.3 INCUBACION.

Los cultivos se mantuvieron iluminados con luz blanca a una temperatura de 23-25

°C durante 24 horas.
1.4.4 INTERPRETACION DE RESULTADOS.

Se contaron el numero de larvas sobrevivientes, las cuales se desplazaban de la

misma manera que las del grupo testigo.

La dosis letal media (DLsg) se determiné interpolando en graficas de porcentaje de

mortalidad contra la concentracion en pg/mL y a través del andlisis de regresion lineal.

La interpretacion de la actividad toxica general se realiza con base al siguiente

criterio (McLaughlin, 1991):

La actividad téxica general se considera débil cuando la DLsg se encuentra entre 500
y 1000pg/ml, moderada cuando se encuentra entre 100 y 500 ug/mL, y fuerte entre 0 y 100
png/mL (ver cuadro 1) (McLaughlin, 1991).

Cuadro 1. Interpretacion de la actividad toxica general.

Toxicidad Concentracién de DLsp (ug/ml)
Débil 501 a 1000
Moderada 100 a 500
Alta 0a99







1 RESULTADOS Y ANALISIS

1.1 OBTENCION DE LA RESINA POR INMERSION DE LA PLANTA EN
CLOROFORMO

La resina se obtuvo como fue descrito anteriormente en la metodologia. Terminado
el procedimiento se dejé evaporar el cloroformo y se solidificd la resina, tomando una
consistencia chiclosa, pegajosa. Se almacend en un recipiente de cristal con tapa de rosca
(cuadro 2).

Cuadro 1. Rendimiento de la resina.

Cantidad de planta Tiempo de inmersion en | Rendimiento de la resina
fresca. cloroformo

3.5kg 15s 131.60 g

1.2 REACTIVACION DE VIRULENCIA DE LOS TROFOZOITOS DE Naegleria

fowleri.

Una vez realizada la inmunizacion, se hizo un seguimiento de la enfermedad a partir
del dia de infeccion hasta el momento de la muerte, con lo que se pudo observar claramente
la sintomatologia que los ratones presentaron y el decaimiento en la salud y

comportamiento de los mismos (cuadro 3).

Cuadro 2. Sintomatologia de la MEAP.
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Dia Observaciones

1 Infeccién (inéculo de 2x10°
trofozoitos por via intranasal).

2 Actla de forma normal, reactivo,
consiente, activo, come normal.

3 Reactivo, activo, come y bebe
normal.
4 Responde a chasquido de dedos,

come normal, activo

5 Primeros signos de enfermedad,
poco reactivo, ausente, aturdido

6 Poco reactivo, ausente,
tembloroso, come muy poco

7 Muy tembloroso, intenta moverse,
torpe, poco reactivo, no come ni
bebe

8 Recostado, columna encorvada,
convulsiona, respiracion agitada,
no come ni bebe agua.

9 Muerte

1.3 CURVA PATRON PARA LOS ENSAYOS DE VIABILIDAD DE LOS
TROFOZOITOS DE N.fowleri CON LA RESINA DE G. glutinosum.

Los resultados obtenidos de la curva patron de N. fowleri se observan en la figura 6.

Resultados y Analisis Pagina 27



CURVA PATRON
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Figura 1. Curva patron de N. fowleri, datos de los resultados obtenidos de tres repeticiones del ensayo de
MTT.

1.4 ENSAYO DEL EFECTO DE LA ANFOTERICINA B.

De las diferentes concentraciones ensayadas de la AMB sobre N. fowleri, se
determiné que la dosis letal media (DLso) obtuvo un valor de 0.156pg/mL y la dosis letal de
(3pug/mL) (cuadro 4).

1.5 ENSAYO DEL EFECTO DE LA RESINA DE Gymnosperma glutinosum,

sobre la amiba Naegleria fowleri.

Por altimo se realizaron los ensayos con la resina de Gymnosperma glutinosum
sobre Naegleria fowleri para probar el efecto antiamebiano que tiene y poder sugerir el

empleo de la misma como alternativa dentro de la medicina tradicional.

Cuadro 3. Dosis letal y letal media obtenidas en los ensayos de anfotericina B y G. glutinosum sobre N.

fowleri.
DOSIS LETAL (DL) DOSIS LETAL MEDIA
(DL 50)
Anfotericina B (AMB) 3ug/mL 0.156pg/mL
Resina de Gymnosperma 90ug/mL 62.5ug/mL
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glutinosum

En el cuadro anterior se muestran las concentraciones a las que la resina de
Gymnosperma glutinosum tiene un efecto letal, es decir, en donde la concentracion
empleada tiene un efecto amebicida sobre Naegleria fowleri, asi como la dosis letal media
en donde solo tiene efecto letal sobre la mitad de la poblacién de amibas empleadas en el

ensayo.

Figura 2. Microscopia electronica de barrido. [A) N. fowleri control, Barra = 10um; B) N. fowleri después de
someterse a una concentracion de 0.90 mg/mL de resina de G. glutinosum, durante un lapso de tiempo de 60 min. se
observan la distorsion en la forma tradicional el trofozoito al interactuar con la resina y el dafio en la membrana,
Barra = 5um].

En la figura 8 se observa la diferencia en forma, tamafo y apariencia de los
trofozoitos, (A. control y B. tratamiento) observandose el dafio que causo la resina de G.
glutinosum a una concentracion de 0.90 mg/mL sobre los trofozoito de N. fowleri (B),
después de haber interactuado durante 1 hora. El trofozoito redondeado es la evidencia que
muestra el dafio que la resina les produce, asi como se observa la presencia de lesiones en la
superficie de la membrana. EI mecanismo de accion de la resina de Gymnosperma
glutinosum es que, tal vez, al igual que la Anfotericina B, presenta alta afinidad por los
esteroles de la membrana celular de los trofozoitos de N. fowleri, formando poros o canales
en las membranas, ocasionando la perdida de moléculas y componentes celulares, hacia el

exterior de la célula
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Una vez obtenida la concentracion letal media se determind si el efecto de la resina
era amebostatico 0 amebicida para lo que se realiz6 una cinética de 24 horas, los resultados

se muestran en la figura 8.

150000+
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LD (90) mg/mL

LD, (62.5 mg/mL)
AMEBOSTATICA (25 mg/mL)

=~

100000+

it

No. AMIBAS

500004

o
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Figura 3. Actividad de la resina de G. glutinosum sobre la curva de crecimiento de N. fowleri.

De a cuerdo a la figura 8 se observa que la concentracion de 90ug/ml de la resina de
Gymnosperma glutinosum resultd ser amebicida, mostrando una actividad constante en un
lapso de 24 horas, sin que se observara una recuperacion en el crecimiento de las amibas,
mientras que la actividad de la resina a una concentracién de 25ug/mL tiene una actividad
amebostatica, ya que durante las primeras 12 horas de actividad se observa un decremento
considerable de la poblacion de N. fowleri y llegando a las 16 horas (4 horas mas tarde) se
observa claramente la recuperacion en el crecimiento de amibas, aunque posteriormente no
permitié que se incrementara el namero, con lo que se puede decir, que el efecto de la
resina a esta concentracion durante las primeras 12 horas del ensayo tuvo un
comportamiento amebicida pero con un efecto menor que el de la concentracion de
90ug/ml y que un tiempo posterior solo actué como un regulador de crecimiento con un

efecto amebostatico.

Resultados y Analisis Pégina 30



También se observa el efecto letal sobre la mitad del total de los trofozoitos (DLsy=
62.5 mg/mL), en donde la actividad de la resina muestra un comportamiento muy similar al
que se presenta con la dosis correspondiente a la amebicida o letal y que a pesar de que
hubo una ligera recuperacion del crecimiento celular llegadas las 16 h, esta concentracion

resulto ser eficiente para matar al 50% de las amibas.

Se considera importante determinar estas concentraciones para que, a partir de ellas,
se puedan hacer determinaciones sobre su uso y eficacia en el tratamiento de la enfermedad
in vivo, independientemente de que sea conveniente o no administrar en dosis elevadas y
que esto sea dependiente del grado de toxicidad que resulte de la interaccion con células de
linajes de mamiferos y humanas, ademas de conocer si se pudiese emplear para erradicar
por si sola y por completo la enfermedad o dependiendo el grado y avance de la
enfermedad para solo detener el crecimiento amebiano y permitir al sistema inmune su

participacion.
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1.6 PRUEBA DE TOXICIDAD GENERAL.

A continuacién se muestran los resultados de la prueba de toxicidad general
obtenidos de la resina de Gymnosperma glutinosum (Cuadro 5), a partir de ellos se
determing la dosis letal media para este ensayo de toxicidad (444pg/mL) y se considerd a la
resina como una sustancia de toxicidad moderada, al compararla con los datos

representados en la tabla de interpretacion de resultados de toxicidad general (Cuadro 1).

Cuadro 4. Resultados del ensayo de toxicidad general y de la DL;; de la resina de G. glutinosum.

Concentracion de la resina de G.glutinosum | % de Mortalidad
(Hg/mL)
1000 100
100 23.3
10 6.7

Cuadro 5. Actividad toxica de la resina (DLsy de la resina de G. glutinosum en el ensayo de toxicidad).

DOSIS LETAL ACTIVIDAD
MEDIA (DLsp) TOXICA
ug/mL. GENERAL
Resina de 444 Débil a
Gymnosperma Moderada
glutinosum
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A partir de los resultados anteriores obtenidos del ensayo de toxicidad general
mostrados a continuacion en el cuadro 5, se interpol6 en la misma gréfica el porcentaje de
mortalidad mediante la ecuacion del grafico, para obtener la concentracién de la dosis letal
media (DLsp) de la resina, la cual resultd ser de 444ug/mL como ya se ha mencionado.
Posteriormente se hizo la comparacion de este resultado en la tabla de toxicidad general,

para determinar el rango de toxicidad al que corresponde el resultado anterior.

ENSAYO DE TOXICIDAD GENERAL
120 -+
100 -
-] | DLso
é 80 5 &
£ 60 -
3
< 40 -
20
-200 0 200 400 600 800 1000 1200
Concentracion (pg/ml)

Figura 4. Resultados de la prueba de toxicidad general.
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2 DISCUSION

La importancia de este trabajo radica, en que por primera vez se demuestra
el efecto de la resina de Gymnosperma glutinosum sobre la amiba de vida libre Naegleria
fowleri, un organismo patégeno responsable de producir la meningoencefalitis amebiana
primaria, enfermedad para que hasta la fecha no hay medicamento eficaz que la erradique.
Los resultados indican que la resina de Gymnosperma glutinosum tiene actividad contra
Naegleria fowleri (DLsp= 62.5ug), que puede ser utilizada in vitro como amebicida
(90ug/ml) o amebostatica (25ug/ml), que al estar en contacto con los trofozoitos de
Naegleria fowleri los redondea y les produce lesiones a nivel de membrana, y que sobre el

modelo de Artemia salina mostro una toxicidad media (444ug/ml).

Han sido varios los trabajos que han tratado de encontrar un tratamiento adecuado
para esta enfermedad, pero los resultados no son muy satisfactorios debido a que la
enfermedad presenta un tiempo muy corto de incubacion y tiene un desenlace fatal entre los
7'y 10 dias por lo que el tiempo entre el diagnostico y el inicio de la terapia antimicrobiana

son criticos para que la terapia tenga efecto (Schuster, 2006).

Hasta el momento se sabe que la Naegleria fowleri es altamente sensible a la
anfotericina B (Duma, 1971), sin embargo, existen muchos inconvenientes para poder
instaurar un tratamiento en base a esta droga, primero porque se tiene que administrar en
los primeros dias de la infeccién para poder asegurar una recuperacion del paciente y
segundo, porque es una droga altamente toxica que puede producir incluso dafio renal
(Duma, 1971) y ademés de que no todos los pacientes tratados con anfotericina B han
sobrevivido (Goswik y Brenner 2003). Debido a esto han sido varios los esfuerzos por
encontrar nuevas alternativas para el tratamiento de la enfermedad, administrando
diferentes concentraciones de AMB o combindndola con otros antimicrobianos como la
rifampina, ornidazol, miconazol o cloramfenicol, por mencionar algunos (Apley, 1970;
Brown, 1991; Jain, 2002; Seidel, 1982; Wang, 1993); sin embargo no se ha logrado un
tratamiento universal para combatir la infeccion ya que como es un organismo anfizoico

existen diferencias entre la virulencia de las diferentes cepas.
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Por tal razon en este trabajo se investigé la actividad in vitro de la resina de
Gymnosperma glutinosum contra Naegleria fowleri. La busqueda de nuevos agentes
terapéuticos contra los microorganismos es importante, ya que en la actualidad se habla de
gue un alto porcentaje de los nuevos medicamentos aprobados anualmente son obtenidos a
partir de plantas medicinales, extraidos para cumplir funciones antibacterianas vy
citotoxicas. Esta actividad puede obtenerse de la planta ya sea a partir de procesos de
extraccién y purificacion de principios activos o directamente de la planta misma, mediante
formas relativamente simples como la obtencidn de infusiones, aceites esenciales, tinturas,

extractos o a partir de la obtencion de jugos de algunos frutos (Harvey, 2000).

Belofsky 2006, report6 que un extracto de la planta Dalea aurea perteneciente a la
familia Fabaceae, que contenia dos tipos de isoflavonas, presentaba actividad contra
Naegleria fowleri en estudios in vitro e in vivo, sin embargo no realiz6 ninguna prueba de

toxicidad de los extractos empleados ni se obtuvieron las dosis letal y letal media.

Gymnosperma glutinosum es empleada como una planta medicinal en varias
localidades de México (Argueta y Cano, 1994, Herndndez 2003, Canales 2005, 2006) y en
estudios recientes se ha demostrado que esta planta tiene principios activos que presentan
actividad antimicrobiana contra diferentes cepas de bacterias y hongos (Canales, 2007). De
esta especie se han aislado metabolitos secundarios del grupo de los diterpenos y flavonas

que tienen actividad antibacteriana y antifangica (Serrano, 2007).

Los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran que la resina presenta
actividad in vitro contra Naegleria fowleri a concentraciones bajas (DLsy=62.5ug/ml) en
estudios in vitro y que esta resina produce dafos a nivel de membrana en los trofozoitos , lo
que hace sospechar que los componentes de la resina puedan ser de naturaleza de
diterpenos o flavonas, ya que estos se caracterizan por romper las membranas (Urzua 1998;
Cowan 1999;) ademas de la actividad quelante de las flavonas para formar poros en las
membranas (Cowan 1999,), ya que en las fotografias de microscopia electrénica de barrido
(Figura 6) se observa que hay un cambio en la estructura del trofozoito mostrando la

tendencia a redondearse ademas de la presencia de lesiones en la membrana.
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En cuanto a su toxicidad es importante destacar que ante la prueba realizada de
toxicidad general con larvas Nauplio Il de la especie Arthemia salina, la resina presenté un
valor de toxicidad de moderada a baja (444ug/ml), lo que abre la posibilidad de realizar

estudios in vivo para probar su efectividad ante esta infeccion.

También es necesario estudiar a fondo los componentes de la resina para determinar

si estos tienen un comportamiento aditivo o sinérgico.

Por otra parte, se considera que es importante seguir investigando nuevas plantas y
la funcién de sus metabolitos secundarios, para poder ser ofertados como agentes

antimicrobianos.
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1 CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos se puede concluir que:

e La resina de Gymnosperma glutinosum en estudios in vitro tiene actividad

antiamebiana sobre Naegleria fowleri.

e Laresina produce lesiones en el trofozoito a nivel de membrana.

e Laresina tiene una toxicidad que esta en el rango de moderada a baja.



1 APENDICEI
1.1 FAMILIA ASTERACEAE

Se considera como la familia mas grande dentro de las angiospermas también
denominadas compuestas, ya que retne al rededor de 23000 especies divididas en 13 tribus
y en casi 1000 géneros, siendo entonces la de mayor riqueza y diversidad bioldgica. Las
Asteraceae presentan una considerable importancia ecoldgica y econdmica. Los miembros
de esta familia se distribuyen desde las regiones polares hasta los tropicos, conquistando
todos los habitats disponibles, desde los desiertos secos hasta los pantanos y desde las
selvas hasta los picos montafiosos. (Cronquist, 1977). México se ha considerado como uno
de los principales centros de diversificacion de esta familia, ya que en su territorio se
encuentra representada por el 13% del total de la flora Mexicana (Rzendowski, 1985),
ademas de encontrarse la concentracion mas cuantiosa de géneros y especies de todo el
mundo (Ortiz- Bermuldez, et al., 1993; Heinrich, et al., 1998). La familia se caracteriza
principalmente porque muchos de sus representantes son Utiles para la poblacién humana

tanto por sus cualidades alimentarias como de uso medicinal (Reyes, 1993).

El interés medicinal por la familia se ha incrementado en los afios recientes, debido
al incremento en las investigaciones quimicas de plantas que poseen actividad antitumoral y
antibacteriana (Trease y Evans, 1993), ademéas de que también muchos de los organismos
pertenecientes a la familia elaboran sustancias toxicas 0 muestran otra actividad fisiologica
significante que limite o condicione su uso alimenticio tanto para consumo humano como

animal (Heywood et al., 1977).
1.2 Gymnosperma glutinosum (Spreng.) Less. Asteraceae

Es una especie muy comdn en las tierras de cultivo en las regiones de la selva baja
caducifolia y matorrales xerofilos ocasionalmente se encuentra en regiones de pino-encino.
Forma poblaciones grandes sobre todo en parcelas de cultivo abandonadas o en descanso.
Es conocida por los nativos de la zona donde se encuentra como tatalencho, escobilla,

pegajosa, zacayauchi, xinecuite, popote, jarilla.

Conclusiénes Pagina 1



Se distribuye desde el sur de Estados Unidos hasta Guatemala, y en México es una

especie nativa.

Es una planta herbacea o sufrutice (herbacea con base lefiosa), perene, erecta glabra
o casi glabra, pegajosa, que alcanza tallas de hasta 1m. de alto, sus tallos son mas o menos
ramificados y estriados, las hojas son lineares lanceoladas de 1 a 8.5 cm. de largoyde 1 a9
mm de ancho, son agudas o acuminadas en el apice, tienen un margen entero, estan

trinervadas y densamente punteadas en ambas caras, son sesiles o casi sesiles.
Su distribucion latitudinal va de los 1200 a los 2850 m.s.n.m.

La inflorescencia esta compuesta de numerosas cabezuelas, sésiles o sobre
pedunculos de hasta 3 mm de largo y dispuestas en densos conjuntos corimbiformes

terminales.

Con respecto a los frutos y la semilla, el aquenio es oblongo, algo comprimido de 1
a 1.5 mm de largo con 4 a 5 costillas y con pelillos; en el apice del fruto se puede o no
presentar una estructura Illamada villano que consiste de una inconspicua corona de
diminutas escamas y tiene una sola semilla (4). (Rzendowski, 1985; SEMARNAT, 2004).

1.3 CLASIFICACION:

REINO: Plantae

DIVISION: Spermatophyta

SUBDIVISION: Angiospermae

CLASE: Dicotiledoneae

ORDEN: Asterales

FAMILIA: Asteraceae

TRIBU: Astereae

GENERO: Gymnosperma

ESPECIE: Gymnosperma glutinosum

NOMBRE CIENTIFICO: Gymnosperma glutinosum (Spreng.) Less
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Figura 1. G. glutinosum (Spreng.) Less.

1.4 Etnobotanicay antropologia

Esta planta es empleada en el Estado de México, Durango y Guanajuato para el
tratamiento del reumatismo y el dolor de pies (Argueta et al., 1994). Se ha reportado el uso
de las flores como antirreumatico, como anti diarreico y analgésico (SEMARNAT, 2001).
En Puebla se usa para aliviar los dolores de cabeza, jiotes y piquetes de hormiga, también
se emplea para las roturas de huesos en animales. Otras de las aplicaciones que se le
atribuyen son el tratamiento contra la diarrea, fiebre amarilla y para soldar huesos, en
Guerrero, se utiliza también para hacer limpias a los animales (Argueta et al., 1994). Las
hojas y tallo se maceran en alcohol y se conservan ahi de 3 a 8 dias, con esta mezcla se
frotan las partes a tratar; se puede beber, tomar bafios con el cocimiento de las ramas, o

aplicar en fomentos sobre las reumas o golpes.
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2 APENDICE II
2.1 MEDIO DE CULTIVO

Medio Bactocasitona al 2%

Bactocasitona 20gr

Agua destilada 1 litro

Disolver la bactocasitona en un litro de agua, agitar hasta desaparecer grumos, y servir en
frascos de vidrio con tapon de rosca de 250 ml. Esterilizar a 15 Ib por un tiempo de 15mins.
Dejar enfriar y refrigerar.

Antes de usar suplementar con 15ml de SFB al 10% y adicionar 25ul de Antibac en Earle

100x a cada frasco.

2.2 SOLUCION DE PBS 10X

Reactivo 1 litro
NaCl 809
KClI 29
Na;HPO,4 11.5¢
KH,PO, 29

Disolver en agua bidestilada agregando uno a uno los reactivos y aforar a 1 litro, almacenar
a4°C.
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2.3 SOLUCION DE PBS 1X

Reactivo 1litro
PBS 10x 50mL
Agua bidestilada 450mL

Diluir 50mL de PBS 10x en 450mL de agua bidestilada y servir en frascos de vidrio con
tapon de rosca de 250mL y almacenar a 4°C. Antes de usar agregar 25uL de Antibac en
Earle 100x
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ABREVIATURAS

AVL Amibas de Vida Libre

SNC Sistema Nervioso Central

LCR Liquido cefalorraquideo

MEAP Meningoencefalitis Amebiana Primaria
EAG Encefalitis Amebiana Granulomatosa
SFB Suero fetal de bovino

AMB Anfotericina B

MTT (3-[4,5dimetilazol-2y1]-2,5difenil tetrasolio bromuro
pH Potencial de Hidrégeno

pum micrémetros

°C Grados centigrados

ppm partes por millon

rem revoluciones por minuto

cm? centimetros cuadrados

nm nandmetros

min minutos
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pg/mL microgramos / mililitro

m metro

mm milimetro

DL Dosis letal

DLsg Dosis letal media
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