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RESUMEN

Gymnosperma glutinosum (G. glutinosum) pertenece a la familia Asteraceae, considerada una de
las familias botanicas de mayor importancia en la medicina tradicional de México. Actualmente se
ha logrado identificar que el principal componente de la resina de G. glutinosum es la
Pinocembrina, un metabolito secundario perteneciente al grupo de los flavonoides de los cuales se
han descrito propiedades muy apreciadas en medicina, siendo éstas: antioxidantes,
antiinflamatorias, antimutagénicas, antiagregantes, antihemorragicas, hepatoprotectoras vy
antiprotozoarias. Ademas, se ha determinado que la toxicidad de esta flavonona no es alta. Siendo
asi un excelente recurso para actuar contra diferentes enfermedades entre las que se encuentran
las causadas por protozooarios como lo es Acanthamoeba castellanii, agente etiolégico de la
Encefalitis Amibiana Granulomatosa (EAG) y Queratitis Amibiana (QA). Ambas enfermedades con
un diagndstico fatal en la mayoria de los casos a pesar de seguir un tratamiento convencional. Es
por eso que en este trabajo se probd por primea vez el efecto in vitro de la Pinocembrina de la
resina de Gymnosperma glutinosum (Spreng.) Less. sobre Acanthamoeba castellanii,
encontrdndose que la Pinocembrina exhibié una relacion dosis-dependiente, con una concentracion
letal media (CLso) de 0.552 mg/ml. Ademas presentd actividad amebostatica y su toxicidad fue
moderada. Algo sumamente importante si se toma en cuenta la agresividad de los tratamientos con
farmacos de alta toxicidad, ineficaces en la mayoria. Lo que hace imperante proponer nuevas

alternativas terapéuticas, siendo la flavonona pinocembrina candidato idéneo.
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INTRODUCCION

Amibas de vida libre

Las amibas de vida libre (AVL) se pueden encontrar en toda la biésfera incluyendo los casquetes
polares, el suelo, el agua y la atmdsfera (Rivera et al., 1987), principalmente donde hay agua,
ocupando un lugar importante en la cadena alimenticia y las comunidades naturales,
alimentandose de bacterias, hongos, algas y otros protozoarios (Wellings et al.,1979; Pelczar et al.,
1982).

Las AVL son organismos unicelulares, asexuales, cuyas dimensiones varian de unos cuantos
micrémetros hasta algunos milimetros. Tienen tiempos de generacion variables que por lo general
se incrementan con la temperatura. Las amibas pueden estar desnudas o cubiertas por una testa;

se mueven por medio de pseuddpodos, que también usan para fagocitar (John y Howard, 1993).

Los pseuddépodos 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 pseudépodos, donde forman zonas hialinas. El
endoplasma contiene de uno a varios nicleos, una o varias vacuolas, granulos de almacenamiento

de alimento, mitocondrias y otras membranas e inclusiones cristalinas (Page, 1988).

La formacion de quistes es el mecanismo de proteccién 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 metabdlicos, escasez de alimento o algun otro factor adverso (Schuster,
1979; Marciano-Cabral, 1988).

El estudio de las AVL ha demostrado que solo un grupo pequefio provoca infecciones humanas
(John y Howard, 1993; Visvesvara et al., 1993). Existen humerosas amibas de vida libre en el suelo
y en el agua, pero solamente especies de los géneros Naegleria, Balamuthia, Sappinia pedata y
Acanthamoeba han sido encontrados en pacientes humanos. Dentro de Acanthamoeba, se
encuentra la especie Acanthamoeba castellanii (A. castellanii), la cual figura en la lista de las

especies mas importantes en medicina humana.
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Generalidades de Acanthamoeba castellanii

El ciclo de vida de las diferentes especies de acantamebas presenta una forma vegetativa o

trofozoito y una forma quistica o quiste.

* Trofozoito, o forma vegetativa, que es la fase del ciclo en la que se alimenta y reproduce.
* Quiste, que es la forma de resistencia.

Trofozoito. Presenta un pseuddpodo anterior, ancho hialino, con produccion de filopodios
(acantopodios), proyecciones mas 0 menos cortas y se pueden extender a lo largo de toda la
membrana celular, ensanchando su superficie. Los acantopodios son de gran importancia en la
adhesioén a superficies (biolégicas o inertes), en sus movimientos celulares y en la captura de sus
presas. Normalmente los trozofoitos son uninucleados, con un gran nucléolo rodeado de un halo
claro. Hay diferencia entre ectoplasma y endoplasma, con numerosas vacuolas digestivas. Su
movimiento es lento, con emision de 1 6 2 pseuddpodos, los cuales se alargan y ensanchan
lentamente. Presenta una vacuola contractil generalmente hacia el exterior posterior (Pérez et al.,
2012). El trofozoito en movimiento mide en promedio 22 ym de longitud; en forma inactiva,

redondeada, mide de 9 a 15 ym de diametro (John y Howard, 1993).

La division celular es asexual y ocurre por fision binaria. Acanthamoeba puede mantenerse en
forma vegetativa con abundante comida, pH neutro y temperatura apropiada (30 °C). Al no

cumplirse estas condiciones el trofozoito pasa a forma quistica (Khan, 2006).

Quiste. Consta de una parte interna, endoquiste, el cual es mas o menos poliédrico o estrellado,
presentando puntas. La capa externa, ectoquiste, el cual es generalmente arrugado. De forma
biconvexa o poliédrica dependiendo de la distribucion de las puntas del endoquiste. Presenta un
solo nacleo y se observan granulos en la periferia del citoplasma. Tiene un diametro de 7 a 15 ym
(Pérez etal., 2012).

El proceso de enquistamiento consiste de tres fases: induccion, sintesis de la pared y latencia.
Durante la fase de induccion, los trofozoitos comienzan a perder su apariencia ameboide. La
primera barrera que se forma da lugar al ectoquiste; esta pared es de 0.3 a 0.5 ym de grueso y
consiste principalmente de proteinas insolubles en &cido. El endoquiste es formado después de la
aparicion de una capa bien definida cuyo componente principal es la celulosa. La sintesis de la
pared celular es usualmente acompafiada por una disminucion de la masa citoplasmatica de
aproximadamente un 80 % , a través de una deshidratacion progresiva de la amiba, causando

retraccion del protoplasma de la pared celular. Un poco después, los autolisosomas aparecen y
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permanecen en el citoplasma durante todo el proceso de enquistamiento. A la luz de estos cambios
en la fisiologia de la célula, la célula enquistada puede detener y revertir el proceso hasta 15 h
después de la induccion. Pasado este tiempo, la célula se compromete a completar el proceso de

enquistamiento (Leitsch et al., 2010).

El desenquistamiento se produce a través de algun poro de los que existen en los puntos de
contacto del endoquiste con el ectoquiste (Pérez et al., 2012). En quistes analizados con la técnica
de microscopia electrénica, 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 desecacién
(Bonilla, 2000).

Enfermedades que produce.

Durante la primera mitad del siglo XX, las AVL eran conocidas como amibas del suelo y se
consideraban protozoos no patégenos. En el afio 1958 Culbertson demostré el potencial patégeno
de Acanthamoeba.

Los primeros casos en los cuales claramente se establece como agente causal Acanthamoeba,
fueron reportados a principios de los setenta. La primera infeccion humana por Acanthamoeba fue
descrita por Jager y Stamm (1972). Martinez y colaboradores (1980), designaron como encefalitis
amibiana granulomatosa (EAG), a la infeccion provocada por amibas del género Acanthamoeba;
una infeccion de curso subagudo a crénico que se caracteriza por causar lesiones granulomatosas

en el encéfalo.

En 1973 se reporté en E.U.A. el primer caso de infeccion en la cornea denominada queratitis
amibiana (QA), producida por amibas del género Acanthamoeba, el cual correspondié a un
paciente masculino de 41 afios de edad del sur de Texas, con traumatismo corneal y exposicion

con agua contaminada en su ojo (Khan, 2006; Nagington et al., 1974).

Posteriormente en Gran Bretafla fueron reportados los primeros casos de queratitis por
Acanthamoeba. Las especies encontradas fueron A. castellanii y A. polyphaga, las cuales se
identificaron a través de inmunofluorescencia. En 1984 sélo se habian registrado 11 casos; donde
la mayoria de ellos se consideraron relacionados con traumatismo oculares menores. A partir del
segundo lustro de los ochenta, se comenzaron a registrar cientos de casos de queratitis por
Acanthamoeba, de los cuales el 85% aproximadamente, se presentaron en usuarios de lentes de
contacto (Schaumberg et al., 1998). En nuestro pais, en 1997 se reportaron casos de queratitis por
Acanthamoeba, relacionados con usuarios de lentes de contacto (Omafia, 1997).
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La mayoria de los reportes de casos proceden de paises desarrollados, probablemente porque en
éstos se toma en consideracion a las amibas en los diagndsticos presuntivos, mas que por una

elevada incidencia que pueda haber en estos paises.

Hoy se sabe, que las especies patégenas de Acanthamoeba son capaces de producir diversas
infecciones en el hombre a nivel de sistema nervioso central, rifién, pulmoén, piel y ojos (Marciano-
Cabral y Cabral, 2003)

Encefalitis Amibiana Granulomatosa (EAG)

Por lo general los pacientes que padecen las infecciones que provocan las amibas del género
Acanthamoeba son personas que cursan enfermedades inmunitarias (diabetes, alcoholismo, lupus
eritematoso), con deficiencias inmunitarias (enfermos de VIH), por lo que se considera que las
amibas son organismos oportunistas. Si bien, las infecciones causadas por amibas del género
Acanthamoeba no son un problema de salud publica, si son de importancia clinica por las
patologias que ocasionan, entre las que destaca la EAG (Martinez, 1981; Martinez y Visvesvara,
1997).

La enfermedad corresponde a una encefalitis necrosante y hemorragica aguda, subaguda o
cronica, multifocal con angeitis necrética, algunas células macrofagicas y células gigantes
multinucleadas, con presencia de trofozoitos y quistes parasitarios caracteristicos. A pesar del
nombre de encefalitis granulomatosa, el componente granulomatoso suele ser irrelevante o estar

ausente.

La puerta de entrada es el tracto respiratorio o la piel, desde donde y siguiendo la via hematdgena,
0 una progresion local siguiendo vias nerviosas, las amebas llegan al sistema nervioso central
(Oddd, 2006). El periodo de incubacién varia de semanas a meses, con un diagnéstico fatal en la
mayoria de los casos. Hasta el momento se han detectado alrededor de 200 casos de EAG a nivel
mundial, ocasionados por Acanthamoeba (Schuster y Visvesvara, 2004).
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Histopatologia de la EAG.

Se caracteriza por presentar lesiones necrotizantes y pequefios abscesos en el cerebro,
mesenceéfalo y tronco encefalico. Los hemisferios cerebrales muestran edema y ablandamiento, se
presentan lesiones granulomatosas con presencia de células gigantes, ademas de un exudado
purulento que cubre la materia gris compuesto por leucocitos y monocitos. El fluido cerebroespinal
contiene un rango de 30-2960 leucocitos-mm2, del cual los linfocitos comprenden del 6-8% de las
células. A través de estudios post-mortem, se han visto trofozoitos y quistes en cortes de cerebro,

método por el cual se ha diagnosticado la EAG por Acanthamoeba (Martinez, 1981).

Queratitis Amibiana (QA).

Se define a la QA como una infeccion corneal de curso crénico de dificil resolucién, caracterizada
por una necrosis progresiva del epitelio corneal y destruccion de la lamela estromal. La infeccion se
presenta en individuos saludables con pequefios traumas en los 0jos, exposiciébn con aguas
contaminadas y en la mayoria de los casos en usuarios de lentes de contacto principalmente de
tipo blando. La infeccion da inicio a través del contacto directo de la amiba con la c6rnea, donde la

amiba es capaz de penetrar el epitelio intacto de cérneas humanas (Alizadeh et al., 2001).

De manera general, los principales signos y sintomas de los pacientes son: Infecciéon de dificil
resolucién que no se resuelve con tratamientos terapéuticos convencionales (antibacterianos y
virales), lagrimeo constante asi como un severo dolor ocular en desproporcion con respecto a la
lesion corneal que se observa, y fotofobia. La infeccion ocurre en dos fases, la primera de éstas se
restringe al epitelio corneal con un mejor prondéstico. En la segunda fase, los parasitos invaden el
estroma, donde inicia la fagocitosis de queratocitos y se propaga gradualmente hasta afectar toda
la cérnea. En esta fase, se produce un extenso dafio a la matriz de colagena y una inflamacion
intensa (Garner, 1993). Se produce opacidad corneal que impide la vision, llegando a provocar
ceguera, haciendo necesaria la remocion quirtrgica de la cornea y en casos mas graves la

remocion del ojo mismo (Willcox y Holden, 2001; Salazar, 2007).

La severidad de la QA en los pacientes, no es homogénea, ya que, se han reportado variaciones
inter-especificas dentro del género, donde A. castellanii y A. polyphaga muestran diferencias en la
adherencia a diversos sustratos con respecto a otras especies lo que explicaria en parte, la mayor
incidencia de casos de QA reportados con esas dos especies (Morton et al., 1991; Omafia 1997),
sin embargo, a la lista de especies causantes de QA también se suman: A. rhysodes, A. griffini, A.

hatchetti, A. lugdunensis, A. quina y A. culbertsoni (Marciano-Cabral y Cabral, 2003).
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Factores de riesgo de la Queratitis Amibiana.

Se considera que el 85% de los casos de QA corresponde a usuarios de lentes de contacto de uso
prolongado, un 30% de éstos corresponde a pacientes con algun traumatismo corneal con
introduccion de cuerpos extrafios y en el 2% no hay razon aparente de presencia. La incidencia de
QA en usuarios de lentes de contacto es en gran medida causada por la mala desinfecciéon de los
lentes, asi como el uso de soluciones salinas caseras que favorecen el desarrollo de las amibas en
los lentes. Sin embargo, esta infeccion puede presentarse en individuos sanos que hayan estado

expuestos con aguas contaminadas y/o con dafio corneal (Seal et al., 1994).

En el caso de lentes de contacto, se ha determinado que la adherencia de trofozoitos y quistes a
los lentes, se incrementa en funcion del contenido hidrico, ionicidad y la composicion de los
polimeros utilizados en su manufactura, ademas, del tiempo de interaccion, ya que son suficientes
10 segundos de contacto, para que las amibas se adhieran. Por esto el lavado mecanico y fisico de
los lentes, disminuye la oportunidad de las amibas a colonizarlos, ya que remueve un gran nimero
de trofozoitos. Aunque ciertas soluciones limpiadoras como el peréxido de hidrégeno y la
clorhexidina se usen, después de 17 horas no afectan en absoluto la viabilidad de trofozoitos y
quistes de Acanthamoeba (Cancrini et al., 1998; Sehgal et al., 2002).

Las amibas que se adhieren a los lentes de contacto, se transfieren principalmente a zonas del
epitelio corneal que presenten dafio, penetrando hacia las capas mas profundas de la cérnea
(Salazar, 2007). Los cambios morfolégicos que se llevan a cabo en la cérnea de usuarios de lentes
de contacto, lo hacen mas vulnerable a la QA por Acanthamoeba. Los lentes de contacto estimulan
la expresion de glicoproteinas en el epitelio corneal, exacerbando el proceso de infeccion,
promoviendo la unién a receptores de manosa presentes en la membrana de la célula amibiana
(Panjwani et al., 1997; Yang et al., 1997; Hurt et al., 2003; Imbert-Bouyer et al., 2004; Alizadeh et
al., 2005).
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Tratamiento

En general se wusan tratamientos combinados, donde las biguanidas como Ia
polihexametilbiguanida 0.02%, clorohexidina 0.02% y las diamidas son los antiamibianos més
eficaces. Sin embargo estos farmacos no estan disponibles en el mercado farmacéutico de
América, solamente en el europeo, lo que limita su uso. El tratamiento inicial debe ser intensivo ya
que los microorganismos son mas sensibles antes de enquistar y a su vez son méas sensibles los
qguistes inmaduros que aquellos que ya han madurado. EIl tratamiento frente a un organismo
enquistado es limitado, se emplea principalmente imidazoles, miconazol 1% y clotrimazol al 1% por

via tépica (Salazar, 2007).

La agresividad de los tratamientos con farmacos de alta toxicidad, ineficaces en la mayoria de los
casos, hace imperante proponer alternativas terapéuticas. Una de estas posibilidades 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, ofrece una disminucion de los efectos colaterales
ademas de ser productos que estan al alcance de un gran porcentaje de la poblacion mundial
(Rates, 2001).

Las plantas medicinales han sido una parte fundamental en la farmacopea de todas las culturas del
mundo. A nivel mundial, el estudio multidisciplinario de las plantas medicinales ha recibido un gran
apoyo por organizaciones como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) , National Institutes of Health (NHI) y el Instituto Nacional de
Cardiologia (INC). 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; Houghton, 1999).

En el caso de México, el uso de plantas medicinales para tratar una gran variedad de
enfermedades tiene sus origenes en la época prehispanica (Guevara, 1997). El rescate y la
validacion de estos conocimientos y recursos bioldgicos son recientes, pues datan apenas de hace
25 afios (Aranda et al., 2003). De 1930 a 1970 se produjo una drastica disminucion en el uso de
sustancias naturales con propiedades medicinales. Esto fue provocado por la produccién, a gran
escala, de productos sintéticos con caracteristicas similares aparentemente de mayor eficacia
curativa. Sin embargo, al presentarse un surgimiento de enfermedades que se creian erradicadas
(paludismo, parasitosis, tuberculosis, etc.), asi como la creciente incidencia de cancer y la aparicion
del sida, se ha considerado necesario y urgente intensificar la busqueda de nuevas sustancias

particularmente en las plantas de las que se tiene pruebas de sus virtudes medicinales (Romero et
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al., 2005).

Actualmente se han registrado en México alrededor de 4500 especies con atributos medicinales, de
estas especies solo el 11% se ha estudiado quimicamente, el 2.6% de forma biodirigida y solo el
1.9% a nivel farmacologico y toxicologico (Mata, 2002). Las plantas medicinales no son inocuas;
tienen efectos terapéuticos en el ser humano e implican riesgos cuando se emplean de forma
inapropiada. Por esta razon es necesario realizar el estudio fitoquimico, farmacolégico, toxicolégico
y clinico de las plantas, que resulten en el conocimiento y validacién de las propiedades
terapéuticas de los productos naturales, como una alternativa para la obtenciéon de compuestos
activos, utiles en el desarrollo de farmacos que permitan resolver problemas de salud tanto de los
paises en desarrollo como en los industrializados. La abundancia vy diversidad de los recursos
naturales del pais, son fuente potencial para el hallazgo de estos compuestos con aplicacion
terapéutica (Shu, 1998; OMS, 2002).

Un ejemplo de lo anterior es Gymnosperma glutinosum (que pertenece a la familia Asteraceae y
que Heinrich et al., 1998, la considera como una de las familias botanicas de mayor importancia en
la medicina tradicional de México), ya que actualmente, se ha demostrado que los extractos de
esta planta presentan una alta actividad antimicrobiana (Canales et al., 2007). Se han probado en
bacterias Gram-positivas (Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Sarcina lutea y Bacillus subtilis)
como 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., 2007). Ademas, se ha demostrado recientemente que dichos
extractos presentan también una importante actividad antifiingica sobre hongos patégenos que
pueden afectar riflones (Fausarium sporotrichum), pulmones (Aspergillus niger), piel (Trichophyton
mentagrophytes) y en mucosas como la vaginal y la oral (Candida albicans) (Canales et al., 2007).
Algunos de los compuestos presentes en las resinas de las plantas de esta familia, son los
diterpenos, los cuales son metabolitos farmacolégicamente importantes, por ejemplo el taxol, del

cual se ha determinado que tiene una funcién contra el cancer (Mendoza, 2011).
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Generalidades de flavonoides

Las plantas mediante la fotosintesis producen metabolitos primarios, dado que se encuentran en
practicamente todas las formas de vida, cumpliendo funciones basicas para la misma, existen otros
gue no se encuentran tan distribuidos y que se hallan restringidos sélo a ciertas especies, géneros
o familias como son los alcaloides, las saponinas esteroides, los aceites esenciales, los
terpenoides, etc., a los cuales se les denomina metabolitos secundarios. Dentro de este Ultimo
grupo estan los flavonides, éstos se encuentran distribuidos en las plantas verdes (especialmente

las angiospermas), y s6lo algunos pocos se han detectado en hongos y algas (Martinez, 2005).

Los flavonoides son la subclase de polifenoles mas grande y abundante del mundo vegetal. Se
distribuyen en las plantas y la variedad de sus propiedades biolégicas ha llamado poderosamente
la atencion de los investigadores, de modo que hoy dia, es el grupo de polifenoles mas estudiado
(Alvarez y Orallo, 2003).

En relacién a los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular y comparten el esqueleto
comun de difenilpiranos: dos anillos bencénicos unidos a través de un anillo de pirona. Su
estructura molecular consiste en un esqueleto de 15 atomos de carbono (C15). La biosintesis de
esta unidad C6C3C6, deriva de dos rutas separadas (Fig. 1). Los anillos A que provienen de la
condensacién de dos unidades malonil coenzima A y acetil coenzima A. La otra ruta esta dirigida a
la formacién del anillo B y los atomos de carbono 2, 3 y 4; derivado de un precursor, el acido

cindmico.

El primer intermediario estable, es la chalcona. Los pasos subsecuentes conducen a la formacion
de varios flavonoides, los cuales controlan los patrones de hidroxilacién, los niveles de oxidacion,
las posiciones de O-metilacion y la glicosilacion (Mabry et al., 1970; 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;
Sakakibara et al., 2003).

Las flavanonas, flavonas y flavonoles son los flavonoides presentes en los citricos. Estos
compuestos han mostrado ser potentes antioxidantes, secuestradores de radicales libres con
accion anticancerigena y cardioprotectora (Kale y Adsule., 1995; Martinez-Valverde et al., 2000;
Sakakibara et al., 2003).

Los flavonoides han adquirido notoriedad publica a raiz de actividad biologica en el hombre, que los
consume con los vegetales, ademas, que como se mencioné anteriormente poseen varias

propiedades medicinales.
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Fig. 1. Biosintesis de los flavonoides.
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ANTECEDENTES

En trabajos recientes se ha comprobado que la resina de Gymnosperma glutinosum (G.
glutinosum) tiene actividad amebicida y amebostatica sobre trofozoitos de Naegleri. fowleri,
ademas se determiné que la toxicidad de esta resina no es alta (Pefia-Juarez, 2009; Mendoza,
2011).

Actualmente se ha logrado identificar que el principal componente de la resina de G. glutinosum es
la Pinocembrina, un metabolito secundario perteneciente al grupo de los flavonoides de los cuales
se han descrito propiedades muy apreciadas en medicina, como antioxidantes, antiinflamatorias,
antiagregantes, antihemorragicas antiprotozoarias y hepatoprotectoras ( Havsteen, 1984; Kaul et
al., 1985; Mori et al., 1987; Nishino et al., 1987; Abdalla et al ., 1988; Descher et al., 1993; Heo et
al., 1994; Kuo et al., 1995; Calzada et al., 1995,1999; Martinez et al., 2002).
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JUSTIFICACION.

Como se menciond anteriormente, una de las posibilidades para encontrar nuevos tratamientos
para combatir la infeccién por A. castellanii 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 disminucion de los efectos colaterales ademas de ser productos que

estan al alcance de un gran porcentaje de la poblacion mundial (Rates, 2001).

Tomando en cuenta que Gymnosperma glutinosum presenta una alta actividad antibacteriana y
antifingica (Serrano, 2004; Canales, 2005; Canales, 2007) y que se ha comprobado que la resina
de esta planta tiene actividad amebicida y amebostatica sobre trofozoitos de N. fowleri (Pefa,
2009; Mendoza, 2011), es importante determinar si uno de sus principales componentes como lo
es la Pinocembrina, es la responsable de estas propiedades medicinales y si tiene algun efecto
sobre A. castellanii.

Sobre todo, porque se ha reportado que la Pinocembrina exhibe actividad fasciolicida, ovocida y
larvicida en quistes recién formados de Fasciola hepatica, sobre huevos de Ascaridi galli y sobre el
estadio tres de la larva de Stomoxys calcitrans (Del Rayo Camacho et al., 1991). Aunado a esto,
es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica por transporte pasivo conducido por P-
glucoproteinas, actuando contra el dafio celular, protegiendo primariamente las neuronas corticales
contra el decremento de oxigeno y glucosa, y reduce el area de infarto cerebral. Ademas, tiene un
potente efecto neuroprotector por edificar la funcion mitocondrial, disminuir el dafio oxidativo,
reducir la apoptosis neuronal e inhibir respuestas inflamatorias en la oclusion de arterias cerebrales

en modelos murinos.

Recientemente se ha encontrado que calma las deficiencias de aprendizaje y de memoria en
ratones con demencia vascular, por medio de la proteccion mitocondrial, lo cual sugiere que la
pinocembrina tiene efectos terapéuticos potenciales para las disfunciones cognitivas (Liu et al.,
2012). Ademas, otros estudios indican que no es téxica ni mutagénica en higados de ratas,
ademas, exhibe una fuerte actividad antimutagénica contra las aminas heterociclicas mutagénicas
(Punvittayagul et al., 2012). Importantes cualidades que le pueden permitir actuar contra A.

castellanii.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

o Determinar la actividad in vitro de la Pinocembrina, obtenida de Gymnosperma glutinosum

sobre la amiba Acanthamoeba castellanii.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Realizar una curva patron para los ensayos de viabilidad de los trofozoitos de

Acanthamoeba castellanii en cultivo axénico, mediante la técnica de MTT.

e Determinar la concentracion letal (CL) y la concentracién letal media (CLs) de la

Pinocembrina sobre Acanthamoeba castellanii mediante la técnica de MTT.

o Determinar la toxicidad de la Pinocembrina mediante la prueba de toxicidad general de

McLaughlin.
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MATERIAL Y METODOS

Recursos bioldgicos

Amibas

Las amibas que se utilizaron para probar la Pinocembrina, pertenecen a la especie A. castellanii
(donadas por la Dra. Patricia Bonilla del Laboratorio de Conservacién y Mejoramiento del Ambiente
CyMA de la FES lztacala).

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

Balb/c de seis semanas de edad.

Bioensayos preliminares
La Pinocembrina se obtuvo de la resina de G. glutinosum, fue proporcionada por la Dra. Canales
del Laboratorio de Farmacognosia UBIPRO, UNAM FES Iztacala.

Cultivo de amibas

Se cultivaron axénicamante en frascos Corning de 75 cm? con 30 ml de medio Bactocasitona al 2%
(DIFCO), enriquecido con suero fetal de bovino (SFB) al 10% y se mantuvieron en incubacion a

30°C para promover el 6ptimo crecimiento.

Reactivacion de la virulencia

Se realizé en 1 raton anestesiado con éter, al que se le inoculd por via intranasal 2x10° trofozoitos
de A. castellanii, utilizando una micropipeta. Se mantuvo en observacién durante 21 dias
aproximadamente, tiempo durante el cual aparecieron los sintomas y evolucioné la enfermedad. Al
momento de la muerte se extrajo el cerebro para recuperar las amibas, estas se cultivaron
nuevamente y se realizé un nuevo pase por raton. Este procedimiento se repitio tres veces, y las

amibas recuperadas se cultivaron axénicamente para las pruebas posteriores.
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Curva patron para los ensayos de viabilidad de los trofozoitos
de A. castellanii con la Pinocembrina

Para probar el efecto de la pinocembrina se realizé una curva patrén de la siguiente manera: en
una placa de cultivo de 96 pozos se colocaron diferentes cantidades de trofozoitos de A. castellanii
(desde 2.5x10° hasta 122 amibas) en 200uL de medio de cultivo, posteriormente a todos los pozos
se les agreg6 25uL de MTT ((3-[4,5 dimetilazol-2 y 1]-2,5 difeniltetrasolio bromuro) (5mg/mL)), y se
incubd por un tiempo de 4 horas a una temperatura de 37°C. Al término de este tiempo se deseché
el sobrenadante y se agregd 100ul de dimetil sulféxido (DMSO), dejando reposar la placa por 15
min en obscuridad. Como ultimo paso del procedimiento, se ley6 la absorbancia a 595 nm en un
lector para ELISA. Con los datos de numero de células y los valores de absorbancia se graficd y se

obtuvo la curva patrén.

Determinacion de la concentracion letal (CL) y letal media
(CLsp) de la Pinocembrina

Para probar el efecto de la Pinocembrina sobre las amibas, se coloc6 en una placa de cultivo de 96
pozos 2x10* trofozoitos por pozo en 200uL de medio de cultivo (Goswick y Brenner 2003), a todos
los pozos se agreg6 diferentes concentraciones de la flavanona (2.5 -0.019 mg/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 retir6 el medio y posteriormente se agregd 200uL de
medio mas 25 yL de MTT, se dejo incubar durante 4 hrs. Transcurrido este tiempo se centrifugé la
placa a 1500 rpm por 10 min, se retir6 el sobrenadante y se agreg6é 100 yL 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 del nimero de trofozoitos que sobrevivieron al contacto con la flavanona.
Para el control positivo se utilizo como referencia Anfotericina B, para el que se realizé el

procedimiento anterior empleando las concentraciones siguientes de 0.01, 0.1 y 1 ug/mL (Groswcki
y Brenner, 2003).
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Prueba de toxicidad general: método de toxicidad general
(McLaughlin, 1991)

El ensayo se realizd6 con larvas nauplio Il 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 pg/mL

Para el control negativo se utilizé dimetilsulfoxido (DMSO), el cual fue el disolvente empleado para
la disolucién del problema, se empled el mismo volumen en el que se disolvié la concentracion méas
alta de la Pinocembrina. Mientras que para el control positivo se utilizé &cido galico en
concentraciones de 1,000, 100 y 10 yg/mL. Todos los cultivos se mantuvieron iluminados con luz
blanca a una temperatura de 23-25 °C durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo, se contaron el
namero de larvas sobrevivientes de la prueba de toxicidad general, las cuales se desplazaron de la
misma manera que las del grupo testigo.

La concentracion letal media (CLsy) se determind interpolando en graficas de porcentaje de
mortalidad contra la concentracion en ug/mL y a través del analisis de regresion lineal. La
interpretacion de la actividad téxica general se realizdé con base al siguiente criterio (McLaughlin,
1991):

La actividad toxica general se consider6 débil cuando la ClLsy se encontraba entre 500 y
1000ug/mL, moderada cuando estaba entre 100 y 500 pg/mL, y fuerte entre 0 y 100 uyg/mL (Tabla
1).

Toxicidad Concentraciéon de CLs, (ug/mL)
Débil 501 a 1000

Moderada 100 a 500

Alta 0a99

Tabla 1. Interpretacion de la actividad téxica general segun el método modificado de Nifio et
al., 2006.
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RESULTADOS

Efecto de la Pinocembrina sobre A. castellanii.

Con el fin de probar el efecto amebicida, fueron realizados los ensayos utilizando la Pinocembrina
sobre trofozoitos de A. castellanii. Encontrdndose una relacion dosis-dependiente, con una
concentracion letal media (CLso) de 0.552 mg/ml. Esta concentracion fue calculada interpolando en

la curva patron los valores de absorbancia (Gréfica 1).

Viabilidad de A. castellanii contra Pinocembrina.

100+

enwasswmssl R2=09585
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Concentracion mg/mL

Gréfica 1. Curva patron de los ensayos de viabilidad de A. castellanii contra Pinocembrina.
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Al ser encontrada la CLsg, el siguiente paso fue determinar si el efecto de la Pinocembrina era
amebostatico o s6lo amebicida para lo cual se realizé una cinética de 48 horas (Grafica 2),
encontrando que la CLsg, tiene efecto amebostéatico sobre A. castellanii . En relacién con el efecto
amebicida de la CLsy sobre la cinética de crecimiento, se tendria que haber realizado durante mas
tiempo la cinética para saber si con la concentracion empleada se presenta un decaimiento

considerable del nimero de trofozoitos de A. castellanii.

Efecto amebostatico de Pinocembrina.

2= Control
1'5- 2 Clg

= Clzop

1.01

% [0.276 mg/mL]
0.5

[0.552 mg/mL]

Absorbancia (nm)

Horas

Gréfica 2. Efecto de Pinocembrina sobre la curva de crecimiento de A. castellanii.
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Prueba de Toxicidad General.

Los porcentajes de mortalidad obtenidos de las larvas nauplio Il de Artemia salina (Leach) con
Pinocembrina fueron: 100%, 18.3% y 5.7%, para concentraciones de 1000, 100 y 10 pg/ml
respectivamente (Gréafica 3). Se interpol6é el porcentaje de mortalidad mediante la ecuaciéon del
gréfico, para obtener la concentraciéon de la dosis letal media Pinocembrina, la cual resulté ser
462.753 pg/ml. Al hacer la comparacion de este resultado con la tabla de Toxicidad General se

obtuvo una toxicidad moderada, misma que va de 100 a 500 pg/ml.

Prueba de Toxicidad General.

462.753

% de MORTALIDAD

0 200 400 600 800 1000
CONCENTRACION (ppm)

Gréfica 3. Prueba de Toxicidad General de Artemia salina contra Pinocembrina.
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DISCUSION

Es importante destacar que actualmente no existe un tratamiento satisfactorio contra las
infecciones causadas por A. castellanii, a pesar de que se han utilizado antibiéticos, antifingicos,
antivirales, antiprotozooarios, antipsicoticos y anticancerigeno (Mattana et al., 2004; Osato et al.,
1991; Schuster y Visvesvara, 1998; Walochnik et al., 2002), e incluso, combinaciones de éstos
contra diferentes cepas de esta amiba (Chu et al. 1998). Entre los mas importantes figura el
isotianato de propamidina y dibrumopropamidina, sin embargo, los resultados en algunos casos
son alentadores y en otros siempre hay reincidencias de la infeccion en pacientes tratados con
estos compuestos (Auran et al., 1987; Binder, 1989; Aksozek et al., 2002).

Encontrar nuevos antiparasitarios, requiere tomar en cuenta, entre otras cosas, los siguientes
problemas: hay muy pocos farmacos en el mercado para el tratamiento de muchas enfermedades
parasitarias; la especificidad de un farmaco hace que su uso sea mejor desde el punto de vista
biolégico y bioquimico, y debe contemplar las caracteristicas del parasito como las del huésped
para lograr una alta eficacia, pero lo que ocurre, es que la mayoria de los farmacos de uso clinico
tienen una eficacia muy variable, efectos toxicos severos y requieren ser administrados por tiempos
prolongados (Phillipson y Wright, 1991; Dan-My & Ngyuen, 1998; Corona et al., 2000; Kayser et
al., 2002). Por lo tanto, es imperioso el desarrollo de farmacos y terapias dinamicas que faciliten la
continuacion del tratamiento para los pacientes. En este contexto, la investigacion de las plantas
medicinales ha resultado ser un excelente sitio para encontrar nuevas substancias (Rodio et al.,
2008; El-Sayed et al., 2012)

Actualmente existe una gran cantidad de nuevos productos naturales de los cuales se ha
demostrado tener propiedades antiparasitarias y que son sorprendentemente muy eficaces y
selectivos. Por tal motivo, es importante presentar el efecto antiamebiano de un metabolito
secundario que pudiera ser una futura alternativa terapéutica contra este tipo de infecciones, como

es el caso de la Pinocembrina.

Existen reportes de que la flavonona Pinocembrina tiene actividad antiparasitaria, en particular, una
actividad antimalarica, antigiardica y antileishmanica (Katerene et al., 2012; Rufino-Gonzalez et
al., 2012; Salvador et al., 2009; Rasul et al., 2013; Degerli et al,. 2012). También se ha reportado
actividad importante contra infecciones micéticas como las producidas por Candida albicans y
Trichophyton rubrum y Trichophyton mentagrophytes (Ruddock et al., 2011; Lago et al., 2012;
Ramirez et al., 2013)
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Estos reportes coinciden con nuestros resultados, ya que, en este trabajo se presenta por primera
vez resultados que demuestran la actividad de la flavonona Pinocembrina sobre trofozoitos de A.
castellanii. Se encontré que la CLs, (dosis a la cual se logra eliminar la mitad de la poblacion) fue
de 0.552 mg/ml, mientras que en otros reportes, al probarse la actividad de esta flavonona contra
otros protozoarios como Leishmania, la CLso fue de 1 mg/ml (Salvador et al., 2009). Nuestros
resultados mostraron una accion dosis dependiente, que nuevamente se reflejé en la concentracién
con efecto amebostatico, siendo ésta de 0.276 mg/ml. Si bien es cierto que con esta dosis no se
logra eliminar a todos los trofozoitos, si se detiene su crecimiento. Se impide el enquistamiento,
puesto que, es una dosis no agresiva que puede ser util en combinacién de farmacos a dosis mas

bajas para reducir los efectos colaterales.

Es bien sabido que las amibas de vida libre son muy susceptibles a la acciéon de antimicéticos, uno
de los mecanismos de accion de un agente antifungico esta basado en la interaccién o en la
inhibicién del ergosterol, el mayor componente de las paredes celulares de los hongos. Los
derivados poliénicos tales como la anfotericina B y algunos azoles como el fluconazol son farmacos
usados contra protozoarios por sus efectos sobre la membrana celular (Raederstorff y Rohmer,
1985; Mehdi et al., 1988; Gregori, 2005; Schuster et al., 2006; Allevato et al., 2007; Rdodio et al.,
2008). La presencia de ergosterol y otros esteroles en la membrana de A. castellanii puede
explicar la sensibilidad ante estos farmacos y la sensibilidad que presenta esta amiba ante la

flavonona Pinocembrina.

Se ha comparado en estudios anteriores, los efectos antifungicos de un grupo de flavonoides,
encontrdndose que soélo la Pinocembrina exhibe una actividad antifingica lo cual demostr6 que la
presencia del grupo hidroxilo en el carbono 7 (C7) en la estructura de la Pinocembrina tiende a ser
mas activa que el grupo metoxilo en el C7 presente en Pinostrobina (Ramirez et al., 2013). Otro
estudio sobre la toxicidad en células leucémicas muarinas P-388 también muestra que el grupo
hidroxilo de carbono siete es necesario para la actividad biolégica (Tanjung et al., 2013). En otros
reportes se sugiere que puede haber una relacién entre la actividad biolégica, como es el efecto
inhibitorio de células cancerigenas y el efecto antileishmanico, con el nimero y disposicion de los

grupos hidroxilos de los flavonoides (Salvador et al., 2009; Pouget et al., 2001)

Otro efecto importante a destacar es la moderada toxicidad de la flavonona Pinocembrina, y a
pesar de que no existen suficientes reportes sobre la toxicidad de esta flavonona, nuestros
resultados coinciden con los presentados por Charoensin y colaboradores en el 2010, quienes
encontraron que la Pinostrobina ni la Pinocembrina son toxicas. Resultados también apoyados por

lo reportado por Chen et al., 2013, donde la Pinocembrina induce apoptosis en células LNCaP
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(Células epiteliales humanas derivadas de cancer de préstata) y arresta el ciclo celular en la fase
S,G2 -M, y qué también esta involucrada en la disociacion de la membrana mitocondrial a una
concentracion 150 pM (Chen et al., 2013). Estos resultados son importantes debido al efecto toxico
gue causan las drogas sintéticas, por lo que es muy importante identificar nuevos productos
naturales, los cuales tengan una toxicidad baja o moderada pero que ademas sean capaces de

inducir apoptosis y determinar el crecimiento en células cancerigenas.

A este respecto se sabe que la Pinocembrina tiene una actividad citotoxica contra la linea celular
de cancer HCT116 (Linea celular de cancer de colon) (Kumar et al., 2007). También es capaz de
promover la diferenciacién de células epiteliales (Punvittayagul et al., 2012). Sin embargo, cabe
aclarar que todos estos resultados provienen de experimentos in vitro por lo que es necesario
realizar estos in vivo para comprender mejor su accion y los mecanismos moleculares que la
Pinocembrina induce no s6lo en las células cancerigenas, sino también sobre parasitos. Hacen
falta mas estudios de este metabolito para poder aprovechar al maximo sus propiedades
(Charoensin et at., 2010; Rasul et al. 2013).

CONCLUSIONES

e En esta investigacion se comprobd por primera vez el efecto antiamebiano de la flavonona

Pinocembrina.
¢ La Pinocembrina presenta un efecto amebostatico sobre trofozoitos de A. castellanii.

e La Pinocembrina presenta una toxicidad moderada.
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APENDICE.
Gymnosperma glutinosum.

Familia Asteraceae

Se considera como la familia mas grande dentro de las Angiospermas también denominadas
Compuestas, ya que reune alrededor de 23000 especies divididas en 13 tribus y en casi 1000
géneros, siendo entonces la de mayor riqueza y diversidad biolégica. Las Asteraceae presentan
una considerable importancia ecolégica y econémica. Los miembros de esta familia se distribuyen
desde las regiones polares hasta los trépicos, 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 y Rzendowski, 1985), ademéas de encontrarse la concentracion mas cuantiosa de
géneros y especies de todo el mundo (Ortiz-Bermudez et al., 1993; Heinrich et al., 1998). La familia
se caracteriza principalmente porque muchos de sus representantes son Utiles para la poblacion

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), ademas de que también muchos de los organismos pertenecientes a la
familia elaboran sustancias toxicas o muestran otra actividad fisiologica significante que limite o

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

Gymnosperma glutinosum (Spreng.) Less. Asteraceae

Es una especie muy comun en las tierras de cultivo en las regiones de la selva baja caducifolia y
matorrales xerdfilos 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.
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Se distribuye desde el sur de Estados Unidos hasta Guatemala y en México es una especie nativa.
Es una planta herbacea o sufritice (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 largo y de 1 a 9 mm de ancho, son
agudas o acuminadas en el apice, tienen un margen entero, estan trinervadas y densamente
punteadas en ambas caras, son sésiles o casi sésiles (Fig. 2). Su distribucién latitudinal va de los
1200 a los 2850 m.s.n.m., y su inflorescencia estd 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 o0 no presentar una estructura
llamada villano que consiste de una inconspicua corona de diminutas escamas Yy tiene una sola
semilla (Rzendowski y Rzendowski, 1985; SEMARNAT, 2001).

Fig. 2. Gymnaosperma glutinosuim (Spreng.) Less. Asteraceae
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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

Etnobotanica y 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). Para esto, 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. Se ha reportado el uso de las flores como antirreumatico, como anti diarreico y analgésico
(SEMARNAT, 2001). En el Valle de Tehuacan—Cuicatlan, Puebla, se utiliza la parte aérea
preparada en té para combatir la diarrea (Canales, 2006). También 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. Mientras en Guerrero, se utiliza también para hacer limpias a

los animales (Argueta et al., 1994).
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