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1 RESUMEN 

Naegleria fowleri es el agente etiológico de la Meningoencefalitis amebiana 

primaria (MEAP). Este protozoario invade a su hospedero penetrando al epitelio 

de la mucosa olfatoria. Durante las etapas iníciales de la infección, la respuesta 

del hospedero se caracteriza por una extensa secreción de moco que atrapa a los 

trofozoítos, seguida de infiltrado inflamatorio. A pesar de esta respuesta, algunos 

trofozoítos son capaces de adherirse y penetrar el epitelio. En el presente trabajo 

se probó el efecto antiamebiano de la flavavona  Eriodictiol obtenida de la resina 

de la especie Gymnosperma glutinosum (Spreng.) Less., por ser una planta que 

tiene múltiples usos en la medicina tradicional mexicana, y que en recientes años 

se ha comprobado que la resina de esta planta presenta actividad amebicida 

contra el N. fowleri.  

Con el fin de conocer si la flavanona Eriodictiol confiere tal efecto se realizaron 

ensayos de viabilidad con amibas de la especie N. fowleri, mediante la técnica de 

MTT, para posteriormente determinar las Dosis letal (DL) y Letal media (DL50), de 

la flavanona Eriodictiol; como medicamento de referencia se utilizó Anfotericina B. 

La actividad amebicida se determinó por medio del efecto de la flavanona sobre la 

curva de crecimiento de N. fowleri.  

Los resultados indican que la flavanona Eriodictiol tiene actividad sobre N. fowleri 

(DL50= 74.5µg/mL), que puede ser utilizada in vitro como amebicida (117.9µg/mL). 

En el análisis estructural usando microscopia electrónica de transmisión mostró 

cambios morfológicos en los trofozoítos a nivel de membrana y que sobre el 

modelo de Artemia salina mostró una toxicidad media (462μg/mL). 
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Efecto in vitro de la flavanona Eriodictiol presente en la resina de 

Gymnosperma glutinosum (Spreng.) Less. Sobre Naegleria fowleri. 

 

2 INTRODUCCIÓN 

2.1 Generalidades de las amibas de vida libre 

Las amibas de vida libre (AVL) presentan en general una distribución cosmopolita 

y son ubicuas en la naturaleza. Las especies patógenas son mayormente 

termotolerantes (Martínez, 1985). Su hábitat principal es el suelo y desde ahí 

pueden llegar a los cuerpos de agua arrastradas por escurrimientos o a través del 

aire (Rivera et al., 1994). Desempeñan un papel fundamental en el flujo energético 

y en el reciclado de los nutrimentos. Su crecimiento rápido, así como el hecho de 

ser un enlace fundamental entre desintegradores y niveles tróficos superiores, las 

convierten en un eslabón importante en las cadenas alimentarias acuáticas 

(Fenchel, 1987). Las AVL se encuentran en mayor proporción en la microcapa 

superficial, debido a la abundancia de nutrimentos y al establecimiento de quistes 

aéreos (Kyle y Noblet, 1986). 

El estudio de las AVL ha demostrado que sólo 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).  

2.2 Ecología de las amibas de vida libre 

Las amibas de vida libre del género Naegleria y Acanthamoeba han sido 

identificadas en distribuciones amplias alrededor del mundo, y se han aislado de 

diversos materiales tales como: agua de río, piscinas, agua mineral, unidades de  

aire acondicionado, equipos de diálisis, lentes de contactos e incluso de las  

secreciones nasales y exudados faríngeos de pacientes con enfermedades 

respiratorias, pero también de pacientes sanos (John, 1982).  
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La mayoría de las enfermedades infecciosas en el hombre involucran la 

interacción de los patógenos con las superficies mucosales. Una de estas 

enfermedades es la Meningoencefalitis Amebiana Primaria (MEAP) una infección 

del sistema nervioso central, provocada por Naegleria fowleri una amiba de vida 

libre que infecta a través del epitelio olfatorio. De ahí viaja a través de los plexos 

nerviosos hasta llegar al cerebro donde provoca la enfermedad, la cual se 

caracteriza por ser aguda y rápidamente mortal (Jarolim et al., 2000).  

2.3 Naegleria fowleri  

Es un amoeboflagelado de vida libre que crece normalmente en climas tropicales 

o subtropicales a temperaturas de 37°C (Marciano-Cabral, 1988).  

El trofozoíto es el estadio invasivo, su periodo de incubación varía de dos días a 

tres semanas, dependiendo del tamaño del inóculo y de la virulencia de las 

amibas. La inhalación de agua, o más raramente, de aire conteniendo amibas, 

pone en contacto a estos microorganismos con el neuroepitelio olfatorio por donde 

penetran directamente a la cavidad craneal a través del nervio olfatorio, 

constituyéndose de esta manera la ruta de diseminación de las amibas a otras 

partes del encéfalo y del espacio subaracnoideo vascular (Martínez y Visvesvara, 

1997). 

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

ambiente (Page, 1988): 

 Trofozoíto: o forma vegetativa, que es la fase del ciclo en la que se alimenta y 

reproduce. 

 Quiste: que es la forma de resistencia. 

 Flagelado: estadio transitorio que no se alimenta, ni se multiplica y después de 

un tiempo regresa a la fase trófica. 
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2.4 Infecciones en Humanos 

La infección causada por N. fowleri (MEAP), se presenta en individuos jóvenes y 

sanos, con el antecedente reciente de haber realizado actividades deportivas en el 

agua (Ferreira et al., 1994). 

Es una infección aguda que afecta al sistema nervioso central (SNC). Debido a la 

amplia distribución del estos organismos, cualquier cuerpo de agua cálida, no 

tratada adecuadamente, puede representar un riesgo de infección. La amiba entra 

por las fosas nasales y viaja a través del neuropitelio olfatotio hasta alcanzar el 

SNC (Jarolim et al., 2000). 

El periodo de incubación se calcula entre uno y quince días. Los síntomas de la 

MEAP se presentan de 1 a 2 días después de la exposición al agua contaminada 

(Cervantes, 2009). 

Fig. 1 Ciclo de vida de Naegleria fowleri 
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El cuadro clínico tiene un inicio súbito, con curso rápido y fulminante, 

caracterizado por cefalea frontal, bitemporal intensa, fiebre (de 38.2 a más de 

40ºC), náusea, vómito (proyectil), y signos de irritación meníngea: rigidez de nuca, 

encefalitis, fotofobia, edema cerebral, convulsiones, hipertensión intracraneal, 

progreso rápido a letargia, confusión y coma (Ferreira et al., 1994). 

2.5 Antecedentes 

El tratamiento es agresivo, con fármacos de alta toxicidad, ineficaz en la mayoría 

de los casos. El fármaco de elección contra N. fowleri es principalmente el 

antimicótico Anfotericina B, pero solamente es efectivo cuando se administran al 

inicio de la infección (Martínez y Visvesvara, 1997; John, 1993; Martínez, 1985). 

El mecanismo de acción de este fármaco señala la unión a los esteroles de la 

membrana de las células eucariotas, con mayor afinidad al ergosterol de los 

hongos, provocando la muerte del mismo. 

Aunque la Anfotericina B es el medicamento más usado para tratar la MEAP, su 

uso y la evolución de la misma, han demostrado que no es totalmente eficaz. Lo 

anterior, más el hecho de que este medicamento es nefrotóxico, debido a que 

también presenta afinidad por el colesterol, un esterol común en células humanas 

(Cervantes, 2009). 

El problema del uso de la Anfotericina B, radica en su alta toxicidad, ya que se ha 

reportado que produce daño renal principalmente, el cual generalmente resulta 

irreversible y puede evolucionar a una insuficiencia renal, además de que 

ocasiona daños a otros órganos como, insuficiencia hepática aguda y alteraciones 

hematopoyéticos (Belofsky et al., 2006). Tomando en cuenta lo anterior, se hace 

necesaria la búsqueda de nuevas combinaciones de fármacos o incluso la prueba 

de nuevos compuestos que ofrezcan una alternativa al uso de la Anforeticina B 

tanto en eficacia como en la disminución de los efectos colaterales. 
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2.6 Importancia de las plantas medicinales en la búsqueda de nuevos 

fármacos 

En la actualidad, aproximadamente un 80% de los medicamentos considerados en 

los programas de  salud primaria, provienen de plantas por lo que resulta evidente 

que las plantas medicinales siguen siendo una fuente importante de principios 

activos de interés terapéutico (Lozoya, 1989). La Organización Mundial de la 

Salud (OMS) reconoce el valor de esta práctica terapéutica y le otorga gran 

importancia en los esquemas o sistemas públicos para la salud. 

En el caso particular de México, el uso de plantas medicinales para tratar una gran 

variedad de enfermedades tiene sus orígenes en la época prehispánica (Guevara, 

1997). El rescate y la validación de estos conocimientos y recursos biológicos son 

recientes, pues datan apenas de hace 25 años (Aranda et al., 2003). De 1930 a 

1970 se produjo una drástica disminución en el uso de sustancias naturales con 

propiedades medicinales. Esto fue provocado por la producción, a gran escala, de 

productos sintéticos con características similares aparentemente de mayor eficacia 

curativa.  

Sin embargo, al presentarse un surgimiento de enfermedades que se creían 

erradicadas (paludismo, parasitosis, tuberculosis, etc.), así como la creciente 

incidencia de cáncer y la aparición del SIDA, se ha considerado necesario y 

urgente intensificar la búsqueda de nuevas sustancias particularmente en las 

plantas de las que  se tiene pruebas se sus virtudes medicinales (Romero et al., 

2005). En México se han registrado alrededor de 4500 especies con atributos 

medicinales, de estas especies sólo el 11% se ha estudiado químicamente, el 

2.6% de forma biodirigida y sólo el 1.9% a nivel farmacológico y toxicológico 

(Mata, 2002). Las plantas medicinales no son inocuas; tienen efectos terapéuticos 

en el ser humano e implican riesgos cuando se emplean de forma inapropiada.  
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Por esta razón es necesario realizar el estudio fotoquímico, farmacológico, 

toxicológico y clínico de las plantas, que resulten en el conocimiento y validación  

de las propiedades terapéuticas de los productos naturales, como una alternativa  

para la obtención  de compuestos activos, útiles en el desarrollo de fármacos que 

permitan resolver problemas  de salud tanto en los países en desarrollo como en 

los industrializados. La abundancia  y diversidad de los recursos naturales de 

México, son fuente potencial  para el hallazgo de estos compuestos con aplicación 

terapéutica  (OMS, 2002). 

En cuanto al tratamiento de las amebiasis, las investigaciones con respecto a la 

creación de nuevos fármacos ha sido constante en los últimos 25 años. Esta ha 

sido una tarea que  a nivel mundial ha llevado al estudio de las plantas que se 

utilizan en la medicina tradicional en todo el mundo, sobre todo en aquellos países 

de tercer mundo donde este conocimiento es amplio y se mantiene hasta la 

actualidad.  

Muchos trabajos están enfocados a probar extractos que presenten efectos en 

contra del agente patógeno y al mismo tiempo también se busca aislar sustancias 

cuya actividad sea similar o comparable con los fármacos convencionales usados 

en el tratamiento (Olvera-Bautista, 2008). 

Una de las plantas que ha reportado una alta actividad antimicrobiana es 

Gymnosperma glutinosum (que pertenece a la familia de las Asteraceae y que 

Heinrich et al., 1998, la considera como una de las familias botánicas de mayor 

importancia en la medicina tradicional de México), (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 

clínico, V. cholerae No-01, V. cholerae aislada de agua, V. cholerae Tor, 

Salmonella typhi, Enterobacter aerogenes y Shigella boydii) (Serrano, 2004; 

Canales et al., 2005). Además, se ha demostrado recientemente que dicha resina 

presenta también una importante actividad antifúngica sobre hongos patógenos 

que pueden afectar riñones (Fusarium sporotrichum), pulmones (Aspergillus 

niger), piel (Trichophyton mentagrophytes (Candida albicans) (Canales, 2007). 
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Algunos de los compuestos presentes en las resinas de las plantas de esta familia, 

son los diterpenos, los cuales son metabolitos farmacológicamente importantes, 

por ejemplo el taxol, del cual se ha determinado que tiene una función contra el 

cáncer (Buchanan et al., 2002). 

El trabajo llevado a cabo por Peña-Juárez (2009) donde  comprobó que  la resina 

de Gymnosperma glutinosum tiene actividad amebicida y amebostatica sobre  

trofozoítos de N. fowleri, además determinó que la toxicidad de esta resina no es 

alta. Recientemente, en el laboratorio de Farmacognosia de la FES Iztacala se ha 

logrado caracterizar uno de los componentes que conforman la resina de G. 

glutinosum. Este metabolito secundario corresponde al grupo de las flavanonas. 

2.7 Generalidades de Flavonoides 

Los flavonoides son la subclase de polifenoles más grande y abundante del 

mundo vegetal. Se distribuyen en las plantas y la variedad de sus propiedades 

biológicas ha llamado poderosamente la atención  de los investigadores, de modo 

que es el grupo de polifenoles más estudiado (Álvarez y Orallo, 2003).  

Son compuestos de bajo peso molecular y comparten el esqueleto común de 

difenilpiranos: dos anillos bencénicos unidos a través de un anillo de pirona. Su 

estructura molecular consiste en un esqueleto de 15 átomos de carbono (C15). La 

biosíntesis de esta unidad C6C3C6, deriva de dos rutas separadas.  

2.8 Biosíntesis de flavonoides 

Los flavonoides se biosintetizan en las plantas a partir de la ruta mixta malonil- 

CoA – ácido siquímico. Son sintetizados a partir de una molécula de fenilalanina 

(1) y 3 moléculas de malonil-CoA.  
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La fenilalanina por acción de la enzima fenilalanina amonioliasa (PAL) se 

transforma en ácido cinámico (2), que luego es transformado en ácido p-cumárico  

(3) por incorporación de un grupo hidroxilo a nivel de anillo aromático, y por acción 

de una CoA ligasa lo transforma en cumaril-SCoA (4), el precursor de la mayoría 

de los fenoles de origen vegetal, entre los que se encuentran los flavonoides, 

posteriormente se condensa con tres unidades de malonil-CoA (5), con la posterior 

ciclación se obtiene la estructura de los flavonoides, donde el anillo A se forma por 

vía del   malonil-CoA, mientras que en anillo B y C se forman por vía del ácido 

siquímico (Wagner y Farkas, 1975), (Figura 2). 
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Fig. 2 Biosíntesis de flavonoides 
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Los pasos subsecuentes conducen a la formación de varios flavonoides, los 

cuales controlan los patrones de hidroxilación, los niveles de oxidación, las 

posiciones de O-metilación y la glicosilación (Albornoz, 1980). Dependiendo de las 

posiciones de las hidroxilaciones y/o grupos metoxilos se pueden subclasificar en: 

flavonas, flavonoles, isoflavonas, flavanonas, antocinanidinas y chalconas 

(Harborne y Williams, 2000). 

 

Las flavanonas, flavonas y flavonoles son los flavonoides presentes en los cítricos. 

Estos compuestos han mostrado ser potentes antioxidantes, secuestrantes de 

radicales libres o agentes que contribuyen a la acción anticancerígena y 

cardíoprotectora entre otras (Moreno et al., 2007). 

2.9 Actividad biológica 

Desempeñan un papel importante en la biología vegetal; así responden a la luz y 

controlan los niveles de las auxinas reguladoras del crecimiento y diferenciación 

de las plantas. Otras funciones incluyen un papel antifúngico y bactericida, 

confieren coloración, lo que contribuye al fenómeno de polinización (Soto, 2008).  

Los flavonoides  han adquirido notoriedad pública a raíz de actividad biológica en 

el hombre, que los consume con los vegetales. Se han descrito para los 

flavonoides propiedades muy apreciadas en medicina, como antioxidantes, 

antiinflamatorias, antiagregantes, antihemorrágicas antiprotozoarias y 

hepatoprotectoras (Barbosa, 2007).  
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3 JUSTIFICACIÓN 

Dada la importancia médica que presenta  la MEAP  enfermedad aguda, 

rápidamente progresiva y fatal que tiene como agente causal a N. fowleri. Los 

antibióticos usados para tratar la MEAP no son efectivos en una infección por N. 

fowleri, además de presentar efectos adversos. Por ello ha habido interés en la 

búsqueda de nuevas alternativas farmacológicas derivadas de la medicina 

tradicional. 

Dicha búsqueda ha llevado al aislamiento de compuestos derivados de plantas 

con actividad anti amebicida, cabe destacar que dentro de los compuestos, en 

donde se han encontrado  dicha actividad contra N. fowleri  se encuentra la resina 

de G. glutinosum. Sin embargo hasta el momento no existen trabajos dirigidos a 

determinar qué compuesto es el causante de dicha actividad. 

Aunque cabe mencionar la importancia de los flavonoides y su acción 

antiprotozoaria.  

Flavonoides como exiguaflavanona A y B aisladas de Artemisia indica, exhiben in 

vitro actividad contra P. falciparum. Los extractos ricos en flavonoides aislados de 

propóleo, fueron reportados por exhibir in vitro actividad contra Tripanosoma cruzi. 

Otros flavonoides,  aislados de Helianthemum glomeratum y de Geranium 

mexicanum, exhiben in vitro, actividad contra Giardia lamblia  (Ramírez, 2010). 

Dado a los estudios referidos y al antecedente presentado por Peña-Juárez  en 

2009 donde se confirma que  la resina de G. glutinosum en estudios in vitro tiene 

actividad antiamebiana sobre Naegleria fowleri, por esta razón y con el fin de 

determinar, si existe una relación entre  tal efecto con la presencia de la flavanona 

Eridictiol presente en la resina de G. glutinosum por lo que es necesario la 

realización del presente trabajo. 
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4 HIPÓTESIS 

Si se ha demostrado que la resina de Gymnosperma glutinosum en estudios in 

vitro tiene actividad antiamebiana sobre Naegleria fowleri  por lo cual debe ser una 

fuente de compuestos  como lo son  diterpenos y flavonas que están presentes en 

la mayoría de las resinas de las plantas de la familia Asteraceae como en el caso 

de la especie Gymnosperma glutinosum, se ha logrado caracterizar uno de los 

componentes que conforman la resina. Este metabolito secundario corresponde al 

grupo de las flavanonas denominado Eriodictiol, por lo cual dicha flavanona  

confiera la actividad amebicida a la resina de G. glutinosum que ha demostrado en 

trabajos previos. 
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5 OBJETIVO GENERAL 

 Determinar la actividad in vitro de la flavanona Eriodictiol, obtenida de  

Gymnosperma glutinosum sobre la amiba Naegleria fowleri. 

 

6 OBJETIVOS PARTICULARES 

 Realizar una curva patrón para los ensayos de viabilidad de los trofozoítos 

de Naegleria fowleri en cultivo axénico, mediante la técnica de MTT. 

 

 Determinar la dosis letal (DL) y la dosis letal media (DL50) de la flavanona 

Eriodictiol sobre Naegleria fowleri mediante la técnica de MTT. 

 

 Determinar la toxicidad de la flavanona Eriodictiol mediante la prueba de 

toxicidad general de McLaughlin. 
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7 MATERIAL Y MÉTODOS 

7.1 RECURSOS BIOLÓGICOS 

7.1.1 Amibas 

Las amibas que se utilizaron para probar la flavanona Eriodictiol, son de la cepa 

ATCC-30808, de la especie Naegleria fowleri (donadas por el laboratorio de 

Conservación y Mejoramiento del Ambiente CyMA de la FES Iztacala). 

7.1.2 Ratones 

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

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

7.1.3 Bioensayos preliminares 

La flavanona Eriodictiol fue obtenida y proporcionada por la Dra. Canales del 

Laboratorio de Farmacognosia UBIPRO, UNAM FES Iztacala. 

7.2 CULTIVO DE AMIBAS 

Se cultivaron axénicamante en frascos Corning de 75 cm2 con 30 ml de medio 

Bactocasitona al 2% (DIFCO), enriquecido con suero fetal de bovino (SFB) al 10% 

y se mantuvieron en incubación  a 37°C para promover el óptimo crecimiento. 

7.3 REACTIVACIÓN DE LA VIRULENCIA 

Se realizó en 1 ratón anestesiado con éter, al que se le inoculó por vía intranasal 

2x105 trofozoítos de N. fowleri, utilizando una micropipeta. Se tuvo en observación 

durante 9 días aproximadamente, que fue el tiempo durante el cual  aparecieron 

los síntomas y evolucionó la enfermedad. Al momento de la muerte se extrajo el 

cerebro para recuperar las amibas, estas se cultivaron nuevamente y se realizó un 

nuevo pase por ratón. Este procedimiento se repitió tres veces, y las amibas 

recuperadas se cultivaron axénicamente para las pruebas posteriores. 
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7.4 CURVA PATRÓN PARA LOS ENSAYOS DE VIABILIDAD DE LOS 

TROFOZOÍTOS DE N. fowleri CON LA FLAVANONA 

ERIODICTIOL 

Para probar el efecto de la flavanona se realizó una curva patrón de la siguiente 

manera: en una placa de cultivo de 96 pozos se colocaron diferentes cantidades 

de trofozoítos de N. fowleri (desde 2.5x105 hasta 122 amibas) en 200μL de medio 

de cultivo, posteriormente a todos los pozos se les agregó 25μL 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 

desechó el sobrenadante y se agregaron 100μl de dimetil sulfóxido (DMSO), 

dejando reposar la placa por 15 min en obscuridad. Como último paso del 

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

datos de número de células y los valores de absorbancia se graficó y se obtuvo la 

curva patrón. 

7.5 DETERMINACIÓN DE LA DOSIS LETAL (DL) Y LETAL MEDIA 

(DL50) DE LA FLAVANONA ERIODICTIOL 

Para probar el efecto de la flavanona sobre las amibas, se colocaron en una placa 

de cultivo de 96 pozos 2x104 trofozoítos por pozo en 200μL de medio de cultivo 

(Goswick y Brenner 2003), a todos los pozos se agregaron diferentes 

concentraciones de la flavanona (10, 50, 100 y 150 μg/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 retiró el medio con una micro pipeta, posteriormente se agregaron 

200μL de medio más 25 μL de MTT, se dejó incubar durante 4 hrs. Transcurrido 

este tiempo se centrifugó la placa a 1500 rpm por 10 min, se retiró el 

sobrenadante y se agregaron 100 μL de, DMSO, siguiendo el procedimiento antes 

mencionado.  

Los valores de absorbancia obtenidos se interpolaron en la curva patrón y se 

graficaron, para así obtener el resultado de el número de trofozoítos que 

sobrevivieron al contacto con la flavanona. 
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Para el control positivo se utilizó como referencia Anfotericina B el fármaco 

empleado para el tratamiento de la MEAP, para el que se realizó el procedimiento 

anterior empleando las concentraciones siguientes de 0.01, 0.1 y 1 μg/mL 

(Groswcki y Brenner, 2003). 

7.6 PRUEBA DE TOXICIDAD GENERAL: MÉTODO DE TOXICIDAD 

GENERAL (McLaughlin, 1991) 

El ensayo se realiza  con larvas nauplio II de Artemia salina (Leach). En frascos de 

vidrio transparentes se colocaron 10 ml de NaCl al 0.5%; posteriormente se 

colocaron 10 larvas por frasco. Las concentraciones del problema a ensayar 

fueron 1,000, 100 y 10 μg/mL. 

7.7 CONTROL NEGATIVO 

Como control negativo se utilizó dimetil sulfóxido (DMSO), el cual es disolvente 

empleado para la disolución del problema, se empleó el mismo volumen en el que 

se disolvió la concentración más alta de la flavanona Eriodictiol. 

7.8 CONTROL POSITIVO 

Como control positivo se utilizó ácido gálico en concentraciones de  1,000, 100 y 

10 μg/mL. 

7.9 INCUBACIÓN 

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

ºC durante 24 horas. 

7.10 INTERPRETACIÓN DE RESULTADOS 

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

misma manera que las del grupo testigo.  



Efecto in vitro de la  flavanona Eriodictiol sobre Naegleria fowleri 
 

31 
 

La dosis letal media (DL50) se determinó interpolándo en gráficas de porcentaje de 

mortalidad contra la concentración en μg/mL y a través del análisis de regresión 

lineal.  

La interpretación de la actividad tóxica general se realiza con base al siguiente 

criterio (McLaughlin, 1991). 

La actividad tóxica general se considera débil cuando la DL50 se encuentra entre 

500 y 1000μg/mL, moderada cuando se encuentra entre 100 y 500 μg/mL, y fuerte 

entre 0 y 100 μg/mL (Cuadro 1). 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 1. Interpretación de la actividad tóxica general según el método modificado de Niño et al., 

2006. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Toxicidad                          Concentración de DL50 (μg/mL) 

Débil                                            501 a 1000 

Moderada                                    100 a 500 

Alta                                                 0 a 99 
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8 RESULTADOS Y ANÁLISIS 

8.1 REACTIVACIÓN DE VIRULENCIA DE LOS TROFOZOÍTOS DE 

Naegleria fowleri 

Una vez realizada la inmunización, se hizo un seguimiento de la enfermedad a 

partir del día de infección hasta el momento de la muerte, con lo que se pudo 

observar claramente la sintomatología que los ratones presentaron y el 

decaimiento en la salud y comportamiento de los mismos.  

8.2 ENSAYO DEL EFECTO DE LA ANFOTERICINA B 

De las diferentes concentraciones ensayadas de la AMB sobre N. fowleri, se 

determinó que la dosis letal media (DL50) obtuvo un valor de 0.166 µg/mL y la 

dosis letal de (2.6µg/mL) (Cuadro 2). 

8.3 ENSAYO DEL EFECTO DE LA FLAVANONA ERIODICTIOL 

SOBRE Naegleria fowleri 

Por último se realizaron los ensayos con la flavanona Eriodictiol 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 2. Dosis letal y letal media obtenidas en los ensayos de Anfotericina B y Eriodictiol sobre N. fowleri 

 

En el cuadro anterior se muestran las concentraciones a las que  Eriodictiol tiene 

un efecto letal, es decir, en donde la concentración empleada tiene un efecto 

amebicida sobre Naegleria fowleri, así como la dosis letal media en donde sólo 

 Dosis Letal (DL) Dosis Letal Media (DL 50) 

Eriodictiol 117.9 µg/mL 74.5 µg/mL 

Anfotericina B (AMB) 2.6 µg/mL 0.166 µg/mL 
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tiene efecto letal sobre la mitad de la población de amibas empleadas en el 

ensayo. 

Todas estas concentraciones fueron calculadas a partir de la interpolación de los 

valores de absorbancia dentro de la curva patrón. 

8.4 CURVA PATRÓN PARA LOS ENSAYOS DE VIABILIDAD DE LOS 

TROFOZOÍTOS DE N. fowleri CON LA FLAVANONA 

ERIODICTIOL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

En la Figura 4. Se observa por microscopía electrónica de transmisión, los daños 

causados por la flavanona Eriodictiol a la membrana de los trofozoítos, (A) control, 

B) tratamiento DL, C) tratamiento DL50 observándose el daño que causó el 

Eriodictiol a una concentración de 117.9 mg/mL (DL) y 74.5 mg/mL (DL50)  

Fig. 3 Curva patrón de N. fowleri, datos de los resultados obtenidos de tres 

repeticiones del ensayo de MTT. 
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sobre los trofozoíto de N. fowleri, después de haber interactuado durante 4 horas. 

Se observa la presencia de lesiones en la superficie de la membrana.  

El mecanismo de acción de la flavanona Eriodictiol es que, tal vez, al igual que la 

Anfotericina B, presenta alta afinidad por los esteroles de la membrana celular de 

los trofozoítos de N. fowleri, formando poros o canales en las membranas, 

ocasionando la pérdida de moléculas y componentes celulares, hacia el exterior 

de la célula. 

Estos resultados se corroboraron mediante microscopía electrónica de 

transmisión, en la Fig. 4. se puede apreciar en A) el trofozoito del grupo control, en 

B) el efecto de la interacción con 74.5 mg/mL después de 1 h, en donde se 

observa un aumento en el número de vacuolas así como una disminución 

considerable del núcleo y del número de mitocondrias. En C) con la concentración 

de la DL (117.9 mg/mL), después de 1 hora hay pérdida total de la integridad de la 

membrana. 

Una vez obtenida  la concentración letal media se determinó si el efecto de la 

flavanona era amebostático o amebicida para lo que se realizó una cinética de 24 

horas, los resultados se muestran en la Figura 5. 

 

Fig. 4 Microscopía electrónica de transmisión  donde se observa  los daños que presentan los 

trofozoítos de N. fowleri al interaccionar con las diferentes concentraciones de la flavanona Eriodictiol. 
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PRUEBA DE TOXICIDAD GENERAL 

A continuación se muestran los resultados de la prueba de toxicidad general 

obtenidos de la interacción de larvas nauplio II de Artemia salina (Leach) con la 

flavanona Eriodictiol (Cuadro 3). 

Concentración de flavanona (µg/mL) % de Mortalidad 

1000 100 

100 18.3 

10 5.7 

 

Cuadro 3.Resultados del ensayo de toxicidad general y de la DL50 del  Eriodictiol 

 

A partir de los resultados anteriores obtenidos del ensayo de toxicidad general 

mostrados se interpoló en la misma gráfica el porcentaje de mortalidad mediante 

la ecuación del gráfico, para obtener la concentración de la dosis letal media 

(DL50) de Eriodictiol, la cual resultó ser de 462µg/mL.  

Fig. 5 Actividad de la flavavona Eriodictiol sobre la curva de crecimiento de N. fowleri 
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Posteriormente se hizo la comparación de este resultado en la tabla de toxicidad 

general, para determinar el rango de toxicidad. Determinando que la toxicidad de 

la flavanona entra dentro del rango de débil a moderada. Cuadro 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Dosis Letal Media 

(DL50) g/mL. 

Actividad tóxica 

general 

Eriodictiol 462 Débil a Moderada 

 

Cuadro 4. Resultados de la prueba de toxicidad general 

Fig. 6 Resultados de la prueba de toxicidad general. 
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9 DISCUSIÓN  

En este trabajo se presenta por primera vez, resultados que demuestran la 

actividad anti-amebiana del Eriodictiol, una flavanona presente en la resina de G. 

glutinosum, contra la amiba de vida libre N. fowleri, la cual es la causante de una 

enfermedad letal y fulminante conocida como meningoencefalitis amibiana 

primaria. 

Peña-Juárez (2009), demostró que la resina de G. glutinosum presentaba 

actividad amebicida y amebostática sobre N. fowleri en estudios in vitro. 

Un dato importante de resaltar es que utilizando el compuesto puro, se requiere de 

una mayor concentración (74.5 µg/ml) para lograr los mismos efectos que con la 

resina (62.5 µg/ml). Esto puede deberse a que además del Eriodictiol, la resina 

tiene otros componentes que juntos pueden actuar sinérgicamente, por lo que se 

requiere menor concentración. Entre estos compuestos puede estar metabolitos 

secundarios como lo reporta (Urzua et al., 1995, 1998, 2001)  donde al estudiar 

resinas de diferentes Asteraceas, concluye que los metabolitos más abundantes 

son diterpenos y flavonas.  

El hecho de que el Eriodictiol sea uno de los compuestos más abundantes de la 

resina, coincide con los efectos observados en las membranas de N. fowleri, ya 

que como reportaron Wollenweber y Dietz (1981), la actividad lipofílica de las 

flavonas, las sitúa como uno de los metabolitos secundarios más importantes para 

desempeñarse como agentes protectores contra diversos microorganismos ya que 

le facilita la ruptura de las membranas.  
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Además de otras funciones que se han reportado como actividad anti-inflamatoria, 

inhibición enzimática y actividad antioxidante entre otros (Havsteen, 1983; 

Harborne and Baxter, 1999; Malaudzi et al., 2011). 

Otro aspecto importante a destacar es la toxicidad del compuesto, que con la 

prueba realizada en Artemia salina, resulta que el Eriodictiol presenta una 

toxicidad de leve a moderada, lo que contrasta con la altísima que presenta la 

Anfotericina B. Este dato es importante ya que como reportaron otros autores, este 

tipo de compuestos también suele ser descritos como potencialmente 

quimioprotectores (Hertog  et al., 1993; Miller et al., 1994; Benavente-García et al., 

1997; Kamdaswami et al., 1991; Hiramo et al., 1994; Elangovan et al., 1994), e 

incluso con acción antitumoral ya que parecen ser capaces de actuar en todas las 

etapas del proceso carcinogénico, inhibir los daños en el DNA y en las enzimas 

implicadas en la traducción de señales (cinasas, fosfolipasas, fosfodiesterasas) 

(Middleton and Kandaswami 1986; Constantinon and Huberman 1995; Peterson 

1995), regular enzimas críticas para el crecimiento celular (Bames et al., 1994). 
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10 CONCLUSIONES 

 La flavanona Eriodictiol induce cambios morfológicos en trofozoítos de N. 

fowleri, estos incluyen  un aumento en el número de vacuolas así como una 

disminución considerable del núcleo y del número de mitocondrias; así 

como la pérdida total de la integridad de la membrana. 

 

 Por lo que en estudios in vitro Eriodictiol tiene actividad antiamebiana sobre 

Naegleria fowleri. 

 

 Eriodictio presenta una toxicidad que está en el rango de moderada a baja. 
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11 APÉNDICE 

11.1 Familia Asteraceae 

Se considera como la familia más grande dentro de las angiospermas también 

denominadas compuestas, ya que reúne alrededor de 23000 especies divididas en 

13 tribus y en casi 1000 géneros, siendo entonces la de mayor riqueza y 

diversidad biológica. Los miembros de esta familia se distribuyen desde las 

regiones polares hasta los trópicos, conquistando todos los hábitats disponibles, 

desde los desiertos secos hasta los pantanos y desde las selvas hasta los picos 

montañosos (Cronquist, 1977). México se ha considerado como uno de los 

principales centros de diversificación de esta familia, ya que en su territorio se 

encuentra representada por el 13% del total de la flora Mexicana (Rzendowski, 

1985). La familia se caracteriza principalmente porque muchos de sus 

representantes son útiles para la población humana tanto por sus cualidades 

alimentarias como de uso medicinal (Reyes, 1993). 

El interés medicinal por la familia se ha incrementado en los años recientes, 

debido al incremento en las investigaciones químicas de plantas que poseen 

actividad antitumoral y antibacteriana (Trease y Evans, 1993), además de que 

también muchos de los organismos pertenecientes a la familia elaboran sustancias 

tóxicas o muestran otra actividad fisiológica significante que limite o condicione su 

uso alimenticio tanto para consumo humano como animal (Heywood et al., 1977). 

11.2 Gymnosperma glutinosum (Spreng.) Less. Asteraceae 

Es una especie muy común en las tierras de cultivo en las regiones de la selva 

baja caducifolia y matorrales xerófilos ocasionalmente se encuentra en regiones 

de pino-encino. Forma poblaciones grandes sobre todo en parcelas de cultivo 

abandonadas o en descanso.  

 



Efecto in vitro de la  flavanona Eriodictiol sobre Naegleria fowleri 
 

45 
 

Esta planta crece en zonas con perturbación asociación a vegetación secundaria y 

cultivos (Rzendowki y Rezendowki, 1985).  

 

11.3 Sinonimia popular  

Escobilla, pegajosa, zazal, popote, cerraja. 

Estado de México: tezozotla  

Guerrero: xonequiletl, zacayauchi 

Puebla: xincuite  

                                                                             

 

                                                                                                     

Botánica y ecología 

Es una planta herbácea o sufrútice (herbácea con base leñosa), perene, erecta 

glabra o casi glabra, sus tallos son más o menos ramificados y estriados, las hojas 

son lineares lanceoladas de 1 a 8.5 cm. de largo y de 1 a 9 mm de ancho, son 

agudas o acuminadas en el ápice, tienen un margen entero, están trinervadas y 

densamente punteadas en ambas caras, son sésiles o casi sésiles. 

La inflorescencia está compuesta de numerosas cabezuelas, sésiles o sobre 

pedúnculos 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 ápice del fruto se puede o 

no presentar una estructura llamada villano que consiste de una inconspicua 

corona de diminutas escamas y tiene una sola semilla (Rzendowski, 1985; 

SEMARNAT, 2001). 

     Fig. 7 G. glutinosum (Spreng.) Less. 
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Se distribuye desde el sur de Estados Unidos hasta Guatemala, y en México es 

una especie nativa. 

Presente en clima templado, entre los 2250 y los 3000 msnm. Asociada a bosques 

de encino, de pino, mixto de encino-pino y pino-encino. 

11.4 Clasificación 

Reino: Plantae 

División: Spermatophyta 

Subdivisión: Angiospermae 

Clase: Dicotiledoneae 

Orden: Asterales 

Familia: Asteraceae 

Género: Gymnosperma 

Especie: Gymnosperma glutinosum 

Nombre científico: Gymnosperma glutinosum  (Spreng.) Less 

11.5 Etnobotánica y antropología 

Es una planta utilizada en el Estado de México, Durango y Guanajuato para tratar 

el reumatismo, padecimiento que se caracteriza por el dolor de articulaciones, 

fiebre e inflamación.  

Como remedio se aconseja macerar las hojas y el tallo en alcohol durante 3 y 

hasta 8 días, para posteriormente frotar con esto las partes doloridas; aunque 

también se usa el cocimiento de las ramas bebido, en baños o aplicado en 

fomentos sobre las reumas y los golpes. Cuando hay dolencia de los pies, las 

hojas frescas se colocan dentro de los zapatos a usar; o las ramas se sumergen 

en alcohol y se dejan reposar durante tres días, con este macerado se frotan los 

pies diariamente. 

http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=reuma
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=golpe


Efecto in vitro de la  flavanona Eriodictiol sobre Naegleria fowleri 
 

47 
 

En Puebla, su aplicación medicinal abarca las siguientes enfermedades: el dolor 

de cabeza, contra el cual se muelen las yemas de xínecuite (G. glutinosum), 

chichiuia (Gonolobus uniflorus) y romero (Rosmarinus officinalis) y se colocan en 

la frente a manera de emplasto, amarrados a la cabeza; los jiotes, enfermedad de 

la piel caracterizada por manchas blanquecinas, sobre las cuales se aplican las 

yemas molidas; y los piquetes de hormiga que también se alivian frotando las 

yemas de esta planta en el área afectada. 

También en Puebla, se ocupa cuando hay rotura de huesos en animales, en este 

caso las yemas de la planta se calientan y posteriormente se amarran con un 

trapo al hueso dañado. 

Otros usos que se le asignan son: contra la diarrea, fiebre amarilla y para soldar 

huesos (V. quebradura), (UNAM, 2010). 

 

 

 

  

http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=dolor%20de%20cabeza
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=dolor%20de%20cabeza
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=3&t=Rosmarinus_officinalis
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=jiote
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=diarrea
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=quebradura
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