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Resumen

En la actualidad se ha reportado que los tratamientos de primera linea contra la leishmaniosis
cada vez son menos efectivos, ya que son los mismos que se administraban desde hace 40 afios
(estibogluconato de sodio y antimoniato de meglumina); debido a lo anterior, los parasitos han
generado resistencia y se ha recurrido al uso de firmacos mds toxicos como la anfotericina B,
pentamidina, paromicina o alopurinol. Por esta razén es necesario encontrar nuevos tratamientos
que sean eficaces contra la leishmaniosis; una alternativa puede ser el uso de los productos
naturales. En los ultimos afios se ha reportado que varias especies del género Bursera presentan
propiedades antimicrobianas y antiprotozoarias, ademas de que estas plantas son utilizadas en la
medicina tradicional mexicana para tratar y curar diversos padecimientos. Debido a su gran uso en
la medicina tradicional y el contenido de flavonoides, lignanos, acidos grasos y terpenos reportados
con actividad anti-leishmanica en este trabajo se evalud el efecto del extracto de la corteza de

Bursera aptera sobre los promastigotes de Leishmania mexicana.

Se realizaron ensayos para evaluar el efecto in vitro del extracto por el método de viabilidad
celular con MTT, el cual tuvo efecto anti-leishmanico con una CLs, calculada de 0.408 mg/ml;
posteriormente se evalu6 la generacion de apoptosis del extracto de B. aptera sobre los
promastigotes de L. mexicana por citometria de flujo con el kit de Annexina V acoplado a IP, con el
cual el extracto mostrd un 20% de generacion de apoptosis. Se determind la composicion quimica
del extracto por CG-EM, con lo que se identificaron 18 compuestos. Asi mismo se comprobo el
efecto antiinflamatorio del mismo con el modelo de edema plantar inducido por carragenina, el cual
fue capaz de inhibir el edema hasta en un 63.55% a una concentracion de 500 mg/kg. Finalmente se
evalu6 la citotoxicidad del extracto sobre macrofagos de la linea celular P-388 con el método de
Cristal Violeta y se encontrd que el extracto es toxico de acuerdo al criterio del INC. Se concluye
que el extracto metanolico de B. aptera presenta actividad anti-leishméanica contra promastigotes de
L. mexicana por medio de apoptosis, lo cual esta ligado con la presencia de metabolitos secundarios
en su composicion quimica; mismos que presentan actividad antiinflamatoria y hacen al extracto

citotoxico.
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Introduccion

Las infecciones causadas por protozoos son uno de los mayores problemas de salud publica que
afecta una gran parte de la poblacion mundial, inducen enfermedades tales como la malaria,
leishmaniosis, tripanosomiasis, entre otras; las cuales causan la mayor parte de mortalidad y
morbilidad en los paises tropicales, lo que afecta al desarrollo econdmico de las naciones que

enfrentan estos problemas de salud (Hanna et al., 2009).

Leishmaniosis

La leishmaniosis es una enfermedad parasitaria causada por distintas especies de un protozoario
intracelular perteneciente al género Leishmania, el cual es transmitido al hombre y a otros
mamiferos a través de la picadura de moscas que pertenecen a los géneros Phlebotomus en el
continente Europeo, Asiatico y Africano y Lutzomyia (Apéndice 1) en el Americano (Hanna et al.,
2009).

Se conocen alrededor de 30 especies de Leishmania, de las cuales al menos 21 pueden causar
leishmaniosis en el hombre (TCDC, 2008). En los humanos la infeccion se da por tres
manifestaciones clinicas, que dependen de la especie de Leishmania que causa la infeccion y de la
respuesta inmunoldgica del hospedero; entre las que encontramos afecciones en la piel
(leishmaniosis cutanea) causadas por L. major y por L. mexicana, en las mucosas (leishmaniosis
mucocutanea) por L. brazilensis y en 6rganos internos, tales como el higado, el bazo y la médula
6sea (leishmaniosis visceral) por L. infantum y L. donovani; cada una de ellas conlleva diferentes
grados de severidad de acuerdo con el tipo que se presente en el enfermo (Fraga et al., 2008; Soong,

2008; El-On et al., 2009; WHO, 2012).

Leishmaniosis cutanea (LC)

La Leishmaniosis cutanea en América es transmitida por la picadura de la mosca del género
Lutzomyia; después de que ocurre el periodo de incubacion de los parasitos, el cual oscila entre 2 y
8 semanas. La infeccion se caracteriza por lesiones ulcerosas o papulas cubiertas de un exudado
amarillento y adherente que da lugar a una costra, mientras que la lesion se extiende en superficie y
profundidad debajo de esta. Las caracteristicas mas sobresalientes que se producen cuando se ulcera

la lesion son: adquiere una forma redondeada, indolora y con bordes bien definidos.

En esta forma clinica el amastigote se multiplica en las células del sistema fagocitico
mononuclear de la piel del hospedero (Cunningham, 2002); usualmente en areas expuestas del

cuerpo, como la cara, los brazos y las piernas (Desjeux, 2004). La leishmaniosis cutanea es la forma
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mas comun de la enfermedad y puede presentarse en dos variantes principales: leishmaniosis

cutanea localizada (LCL) y leishmaniosis cutdnea diseminada o difusa (LCD).

Leishmaniosis cutianea localizada (LCL)

En los pacientes con LCL inicialmente aparece una pequefia papula en el sitio de la picadura por
el vector (mosca), la cual crece hasta convertirse en un nédulo que evoluciona a una ulcera bien
definida, de forma redondeada, con fondo limpio y de bordes endurecidos. Se pueden presentar una
o varias ulceras, esto depende del niimero de veces que el individuo fue picado y generalmente son
indoloras, a menos de que exista una infeccion bacteriana secundaria. Los individuos con LCL
generalmente se curan con el tiempo sin la necesidad de medicamentos (Herwaldt, 1999), excepto
cuando la lesion es en la oreja, en donde se vuelve cronica y mutilante; esta forma es causada por L.
major, L. tropica y L. aethipica en Asia y Africa; mientras que en América es causada por L.
mexicana y L. brazilensis (Velasco et al., 1994; Cunningham, 2002; Becker, 2006).

Leishmaniosis cutinea determinada o difusa (LCD)

Los pacientes que padecen LCD se caracterizan por presentar el desarrollo de nodulos con
abundantes parasitos, que en etapas tempranas se localizan en 4reas determinadas y conforme
avanza la enfermedad se distribuyen a lo largo de toda la piel, con excepcion del cuero cabelludo;
esto se debe a que los parasitos se diseminan lentamente a través del liquido tisular, la linfa o
raramente por via sanguinea, extendiéndose por casi todo el tegumento del paciente. Las lesiones no
tienden a ulcerarse, a menos que sufran traumatismos y en etapas avanzadas puede ocurrir la
invasion de las mucosas orales y nasales. Esta forma clinica es ocasionada por L. aethiopica en
Africa y por L. mexicana y L. amazonensis en América (Velasco et al., 1994; Cunningham, 2002;
Becker, 2006).

Importancia médica

La leishmaniosis produce casos en alrededor de 88 paises de los cuales 22 se encuentran en
América y 66 en Asia, Africa y Europa; estos se encuentran distribuidos en las regiones tropicales y
subtropicales de Centroamérica, Sudamérica, Medio Oriente (suroeste de Asia), en el norte y este de
Africa y en el sur de Europa (cuenca del Mediterraneo), considerandose solo ausente en el sureste
de Asia, la Antartida y Oceania. El 90% de leishmaniosis visceral ocurre en India, Nepal,
Bangladesh, sureste de Sudan y noreste de Brasil, mientras que el 90% de los casos de
leishmaniosis cutanea se presenta en Iran, Afganistan, Siria, Arabia Saudita, Brasil y Perl y son
causados por L. major y L. mexicana (Herwaldt, 1999; Desjeux, 2004; Piscopo y Mallia, 2006;
Sharma y Singh, 2008;). La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) estima una prevalencia
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mundial de leishmaniosis en 14 millones de personas y 350 millones de personas en riesgo de ser
infectadas. La incidencia anual calculada es de aproximadamente 2 millones de casos nuevos en
todo el mundo, de los cuales 1.5 millones son de leishmaniosis cutdnea y 500 mil son de
leishmaniosis visceral; asimismo se calculan entre 60 mil a 70 mil muertes por afio a causa de esta
ultima forma de la enfermedad (Herwaldt, 1999; Dutta et al., 2007; Von Stebut, 2007; Bern et al.,
2008; EI-On et al., 2009; WHO, 2012).

En M¢éxico la leishmaniosis ha sido reportada en 19 estados de la Republica, en donde las
especies mas frecuentes son L. chagasi, L. brazilensis y L. mexicana, que son transmitidas por
Lutzomyia longipalpis y Lutzomyia olmeca (Sharma y Singh, 2008). La enfermedad no es de
notificacion obligatoria, por lo tanto, la prevalencia e incidencia de casos son dificiles de conocer;
se estima que anualmente se presentan 400 casos nuevos de leishmaniosis en el pais (Becker, 2006)
y la poblacion en riesgo incluye a mas de 9 millones de habitantes distribuidos en 149 municipios
de 13 estados de la Republica Mexicana, la mayoria de ellos ubicados en el sur y sureste de México

(Secretaria de Salud, 2008).

La leishmaniosis cutinea (también conocida como “Ulcera del Chiclero”) es causada por
Leishmania mexicana, especie endémica de nuestro pais, descrita por primera vez en 1912 en
Yucatan, donde se observaron casos en hombres que se dedicaban a extraer goma del arbol del
chicle. Actualmente se ha identificado en el suroeste de México, Veracruz, San Luis Potosi,
Tamaulipas, Nuevo Leon, Coahuila, Michoacan y Nayarit. La manifestacion clinica de la “Ulcera
del Chiclero” se caracteriza por lesiones en el cartilago auricular que puede llegar a la necrosis total
y se presenta inflamacion en los ganglios linfaticos cercanos al sitio de la infeccion (Arias et al.,

1996; Dr. Scope, 2012).

Leishmania mexicana

El género Leishmania engloba a distintas especies de protozoarios parasitos intracelulares
obligados pertenecientes al orden Kinetoplastida y a la familia Trypanosomatidae. Ademas de la
presencia del cinetoplasto, una forma unica de DNA no molecular mitocondrial caracteristica del
género (Sharma y Singh, 2008), presentan dos estadios: el promastigote, que es la forma flagelada
del parasito, durante esta fase es extracelular su forma de vida, posee un forma alargada, son
moviles, el cuerpo mide entre 1.5 a 3.5 um de diametro por 15 a 20 um de largo, mientras que el
flagelo tiene una longitud que oscila entre 15 a 18 pm (figura 1a); y el amastigote, o la forma
intracelular del parasito, donde reside en la vacuola parasitofora de las células fagociticas como los

macrofagos y las células dendriticas del hospedero; en esta fase presenta una forma redonda u
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ovoidal, no tienen movimiento, su cuerpo mide entre 2 a 4 pm de didmetro y adquieren un
rizoplasto (figura 1b). La multiplicacion de Leishmania en ambos estadios es por fision binaria
(Awasthi et al., 2004; Besteiro et al., 2007; Sharma y Singh, 2008). En la actualidad, este género se
divide en tres subgéneros: Leishmania, Viannia y Sauroleishamania (Schonian et al., 2010),
inicialmente propuestos en funcion al desarrollo del parasito en el intestino de la mosca transmisora
y ratificados posteriormente con base a estudios a nivel biomolecular y molecular (Lainson et al.,
1977; Bates, 2007). En el subgénero Leishmania el desarrollo del parasito en el vector es de tipo
suprapilorico, esto es, una multiplicaciéon de los parasitos llevada a cabo en la porcion media del
intestino, seguida por una migracion a la probdscide para su transmision al hospedero mamifero. En
el subgénero Viannia el tipo de desarrollo es peripilorico con una multiplicacion de los organismos
en la porcion posterior del intestino y una migracién subsecuente hacia la parte anterior y a la
probodscide. Los dos subgéneros agrupan a los organismos de importancia médica, ya que en ellos se
encuentran las diversas especies que parasitan al humano asi como a otros mamiferos. Finalmente
en el subgénero Sauroleishmania se encuentran las especies que tnicamente infectan reptiles, por
lo tanto no son patogénicas para el hombre; su desarrollo es hipopildrico, donde la multiplicacion de
los parasitos se da en la porcion posterior del intestino y la ampolla rectal; los organismos de este
subgénero infectan al hospedero mediante la deposicion de heces fecales intestinales infestadas

(Schonian et al., 2010).

A B

© 2006 Kenneth Xavier Probst. All Rights Reserved.
Figura 1. Estadios del género Leishmania. A) Promastigote y B) Amastigote.
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Ciclo de vida

Leishmania presenta un ciclo de vida digenético, es decir, cambia entre un hospedero vertebrado
y un vector (mosca) del género Phlebotomus en Europa, Asia y Africa y Lutzomyia en América
(Sharma y Singh, 2008). Comienza cuando la mosca inocula con su mordedura los promastigotes
metaciclicos en un hospedero mamifero, los cuales son fagocitados por los macréfagos de la
dermis; envueltos en una vacuola parasitaria pasan a su citoplasma donde los parésitos se
diferencian en su forma amastigote dentro del fagolisoma; es en este punto donde comienzan a
multiplicarse hasta que la célula donde se encuentran alojados se rompe. Las leishmanias libres
invaden los macrofagos aledafios a la zona de infeccion y repiten el proceso nuevamente en cada
una de las nuevas células parasitadas, o bien se dispersan a través de la piel, del torrente sanguineo
y/o linfatico hasta alcanzar las mucosas u 6rganos ricos en células macrofagas fijas, como en el
higado, médula 6sea y el bazo; esto depende de la especie de Leishmania que se transmita

(Alexander et al., 1999; TCDC, 2008).

Las hembras del vector (mosca) son hematdfagas, pues necesitan sangre para el desarrollo de sus
huevos; estas adquirieren el parasito al alimentarse de macréfagos infestados con amastigotes; al
llegar al sistema digestivo del vector pasan a la fase promastigote prociclico (forma flagelada no
infectiva) los cuales se adhieren y dividen activamente en su estdmago ¢ intestino mediante un
glicolipido denominado lipofosfoglicano (LPG); esta molécula se encuentra en la superficie de este
estadio e interactiia con una galectina que reviste el epitelio del tracto digestivo del vector, ademas
de poseer metaloproteasas gp63 que en conjunto con el LPG sirven para proteccion contra las
enzimas hidroliticas del intestino de la mosca (Alexander et al., 1999; Kamhawi et al., 2004). Tras
el proceso de multiplicacion, los promastigotes prociclicos se convierten en promastigotes
metaciclicos (forma infectiva), en esta fase las moléculas de LPG se duplican y sufren cambios en
la composicion de las cadenas laterales, lo que permite al parasito desprenderse del epitelio
intestinal, migrar a la faringe y posteriormente se situan en las glandulas salivales de la proboscide,
donde pasan al hospedero cuando la mosca introduce las partes bucales en forma de sierra para
cortar la piel, lo que forma una pequefia herida e inyecta saliva para anestesiar e ingerir la sangre
que brota de los capilares superficiales lacerados; en este proceso introduce a las leishmanias en las
células de la epidermis, con lo que se cierra el ciclo como se muestra en la figura 2 (Handman y

Bullen, 2002; Becker, 2006).
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Figura 2. Ciclo de Vida del género Leishmania.

Tratamiento

Se utilizan los antimoniales pentavalentes como son: metilglucamina-antimoniato (Glucantime),
el gluconato sodico de antimonio (Pentostam), Ketoconazol y Pentamida para el tratamiento de la
leishmaniosis. Sin embargo, alin no existe una vacuna o un tratamiento eficiente contra la infeccion,
ademas de que se ha desarrollado una resistencia a los firmacos que se emplean hoy en dia para
tratar la leishmaniosis, lo que obliga a los médicos a usar otros medicamentos con efectos toxicos
para el paciente como la amfotericina B, pentamidina, paromomicina o alopurinol, esto implica una
gran necesidad de buscar nuevos compuestos que sean efectivos y menos dafiinos con la salud para
el tratamiento de esta enfermedad. Investigaciones recientes se han enfocado en tratar de establecer
las respuestas inmunoprotectoras contra esta enfermedad parasitaria en el campo de la inmunologia
y la genética para poder desarrollar farmacos eficientes, centrandose algunas de ellas en el uso de la
medicina tradicional, la cual nos da indicios sobre los efectos antimicrobianos que poseen una gran
variedad de plantas empleadas contra este y muchos otros tipos de afecciones (Siilsen et al., 2007,

Fraga et al., 2008; Siilsen et al., 2008 y Dr. Scope, 2012).
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México y la medicina tradicional

El interés por conocer las propiedades de las plantas, en los grupos humanos se da por la
necesidad de buscar la forma de aliviar enfermedades, heridas, padecimientos y otros usos
similares. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a las plantas medicinales como
cualquier especie vegetal que contiene sustancias que pueden ser empleadas para propoésitos
terapéuticos o cuyos principios activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos
farmacos. Estima que el 80% de las personas en regiones menos desarrolladas emplean la medicina
tradicional con plantas para el cuidado para la salud. Este conocimiento popular estd basado en la
eficacia, es decir, se acepta y se adopta lo que se ve que sirve, lo demas cae en desuso; sin embargo,
un problema de la fitoterapia popular es la dificultad de llevar un control sobre la dosis y la calidad

del producto, lo cual puede propiciar riesgos y dafios a la salud (Schlaepfer y Mendoza, 2010).

En México, el uso de las plantas medicinales constituye una tradicion que se ha mantenido desde
las culturas prehispanicas; de acuerdo a estimaciones hechas en 1997 del Instituto Nacional
Indigenista en el territorio nacional existen cerca de 3 mil especies de plantas con usos medicinales,
esto es el 10% del total de la riqueza floristica del pais; sin embargo, se considera que
aproximadamente puede haber 30 mil especies de plantas. Actualmente se ha registrado en México
alrededor de 4 mil especies con atributos medicinales, esto es el 15% de la flora total, 3600 se
recolectan de forma silvestre, 1500 son utilizadas regularmente sin procesar, 370 se cultivan en el
huerto familiar o de manera comercial y 35 especies se encuentran amenazadas por factores
externos. Sin embargo, se calcula que en el pais, asi como en todo el mundo, el nimero de plantas
medicinales que han sido estudiadas fitoquimicamente no rebasa el 10% y evaluadas
farmacologicamente son menos del 5% y las estudiadas agrondémicamente no llegan al 1%; pues
practicamente las unicas que se cultivan son aquellas introducidas por los espafioles desde el siglo
XVI como la manzanilla, romero, albaca, tomillo, mejorana, ajenjo, mercadela, hinojo, cedron,
menta, hierbabuena, entre otras (Didier, 1995; Schlaepfer y Mendoza, 2010; Andrés y Espinosa et
al., 2002; Fierro et al., 2012; Gémez, 2012).

La comprension sobre los usos de las plantas silvestres ha dependido en gran parte al
conocimiento de las culturas indigenas y mestizas; lo que representa en la actualidad mas del 90%
de las plantas que usamos para diferentes usos medicinales, mientras que menos del 10% de las
plantas medicinales fueron traidas principalmente por los espafioles a partir de la conquista de los

territorios indigenas (Robinson y Lopez, 1999).
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La medicina moderna comenzé a practicarse solo recientemente en muchos de los municipios
rurales de México; los habitantes de estas regiones rara vez disponen de dinero para pagar los
precios de los farmacos modernos, es por ello, que las personas continian confiando en los
“yerberos” y los curanderos, quienes son responsables de la salud de los pobladores; de esta manera
se fomenta el uso de plantas curativas, las cuales son el recurso terapéutico por excelencia de la
medicina tradicional mexicana que en gran parte es aun rescatable y puede constituir un importante
elemento para implementar nuevos planes de salud, que combinen el conocimiento popular con el

cientifico (Robinson y Lopez, 1999; Canales et al., 2006; Gomez, 2012).

Las plantas medicinales frecuentemente se emplean para tratar problemas del aparato
respiratorio, la piel y tejido subcutdneo (como picaduras de alacranes, mosquitos y otros tipos de
insectos, debido a las propiedades anti-inflamatorias y analgésicas que poseen un gran numero de
plantas), del aparato digestivo y del aparato genito-urinario, anemias agudas, deficiencias de acido
folico en mujeres embarazadas, en enfermedades degenerativas y terminales en las personas adultas
y de la tercera edad, al igual que en enfermedades como el cancer, diabetes, hipertension
cardiovascular y obesidad; ademas, cabe destacar el hecho de que se emplea el totalidad de las
plantas para tratar las afecciones mencionadas anteriormente (Méndez et al., 2009; Fernandez y

Ramos, 2001; Sierra, 2012).

Por otro lado, no existe suficiente informacion sobre la abundancia y la distribucion de las
plantas medicinales. A pesar de la baja toxicidad de los principios activos de algunas de las especies
vegetales, éstas pueden dar origen a problemas de salud debido a factores como contaminacion
microbiologica, presencia de restos de plaguicidas, herbicidas o metales pesados, y por efectos
adversos debido a la interaccion con el farmaco de sintesis si el paciente se encuentra en
tratamiento. Actualmente, la causa de muchas consultas e ingresos médicos en México, es algin
efecto indeseable provocado por la ingesta en dosis inadecuadas o por periodos prolongados de
tiempo de las plantas curativas, que pueden traer efectos retardados como carcinogénesis o

teratogénesis (Caballo et al., 2005; Ochoa et al., 2006; Schlaepfer y Mendoza, 2010).

El desarrollo de la quimica permitié el aislamiento de algunos de los elementos activos de las
plantas, gran parte de estos son los llamados metabolitos secundarios, que son compuestos quimicos
de estructura relativamente compleja y de distribucion mas restringida y mas caracteristica de
fuente botanicas especificas y en la mayoria de los casos, se pudo reproducir la actividad de los
extractos crudos con la dosis equivalente del principio activo aislado; el estudio cientifico en este

campo ha permitido descubrir nuevos compuestos derivados de las plantas, como la prostatina que
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acttia sobre el virus del sida y una serie de compuestos con propiedades antinflamatorias, ademas de
compuestos promisorios para el tratamiento contra el cancer, como vincristina, paclitaxel y
etoposidos (Schlaepfer y Mendoza, 2010). En los ultimos 50 afios, se han desarrollado muchas
técnicas analiticas que son utiles para la investigacion de los constituyentes y de la actividad
bioldgica de las plantas medicinales, como son: las cromatograficas, por ejemplo la Cromatografia
en placa fina (TLC), Cromatografia gas-liquido (GLC) y la Cromatografia Liquida de alta
Resolucion (HPLC); asi como las espectrograficas como Ultra Violeta (UV), Infra Rojo (IR),
Resonancia Magnética Nuclear de protones de Hidrogeno y Carbono (H'-C>-NMR) y de Masas
(MS); posteriormente, los extractos o constituyentes aislados son evaluados in vitro (ej.
Inmunoensayos, pruebas de inhibicion de crecimiento, expresion de proteinas, etc.) y/o in vivo (ej.
modelos de carcinogenesis en animales de laboratorio) para finalmente ser evaluados en protocolos
clinicos experimentales. A pesar de contar con estas técnicas poderosas, la mayoria de las plantas
medicinales no se ha investigado con suficiente detalle ni quimica, ni bioldgicamente, y atin en las

plantas mas conocidas requieren de estudios clinicos mas profundos (Schlaepfer y Mendoza, 2010).

Metabolitos secundarios

Las plantas han desarrollado diversas estrategias de defensa contra condiciones de estrés bidtico
y abidtico. Para defenderse del dafio ocasionado por la herida y el ataque por insectos o
microorganismos patdgenos, las plantas sintetizan enzimas que degradan la pared celular de
microorganismos o que tienen la capacidad de inactivar toxicos de origen microbiano. Entre las
estrategias utilizadas por las plantas como parte de la proteccion quimica es la produccion de
metabolitos secundarios (MS) con actividad antimicrobiana, en contra de herbivoros, o con
actividad antioxidante. Los MS son compuestos con bajo peso molecular que no solamente tienen
una gran importancia ecoldgica porque participan en los procesos de adaptacion de las plantas a su
ambiente, como es el establecimiento de la simbiosis con otros organismos y en la atraccion de
insectos polinizadores y dispersores de las semillas y frutos, sino que también, una sintesis activa de
MS se induce cuando las plantas son expuestas a condiciones adversas tales como: a) el consumo
por herbivoros (artropodos y vertebrados), b) el ataque por microrganismos: virus, bacterias y
hongos, ¢) la competencia por espacio de suelo, la luz y los nutrientes entre las diferentes especies

de plantas y d) la exposicion a la luz solar u otros tipos de estrés abidtico (Sepulveda et al., 2003).

Una de las principales diferencias que presentan los MS con relacidon a los primarios es su
distribucién limitada en el reino vegetal; mientras que los compuestos primarios se encuentran en
todo el reino y las diferencias entre especies solo son de indole cuantitativo. Estos compuestos

quimicos se presentan tipicamente en sélo una especie o un grupo de plantas relacionadas
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taxonémicamente, por lo que muchos de ellos se consideran marcadores taxondmicos de familias y
géneros. Los MS se encuentran principalmente en las plantas, pero cada estructura bésica varia

considerablemente acorde con su Phylum (Garcia, 2004).

En la actualidad, se conocen aproximadamente 20 mil estructuras de MS que por su composicion
quimica son clasificados en dos grupos principales: nitrogenados y no nitrogenados. Los MS que
contienen nitrégeno incluyen a los alcaloides, aminodcidos no proteicos, aminas, glucdsidos
cianogénicos y glucosinolatos. Los MS no nitrogenados se dividen en terpenoides, poliacetilenos,
policétidos y fenilpropanoides. La variedad estructural dentro de un mismo grupo de MS estd dada
por modificaciones quimicas a una estructura bdésica, originadas por reacciones quimicas, tales
como la hidroxilacion, metilacion, epoxidacion, malonilacion, esterificacion y la glucosilacion. Los
precursores de la biosintesis de MS se derivan de rutas del metabolismo primario, tales como la

glucolisis, el ciclo de Krebs o la via del shikimato (Garcia, 2004).

La sintesis de MS depende de la etapa de desarrollo de la planta y sus niveles constitutivos solo
se incrementan como parte de la respuesta al estrés biodtico y abidtico. Este aumento en los niveles
de MS, es importante para la supervivencia de las plantas, ya que su sintesis se deriva del
metabolismo primario y porque algunos compuestos son toxicos para la misma planta. En general,
la sintesis de algunos alcaloides y terpenos se realiza en los plastidos; los esteroles y dolicoles se
sintetizan en el reticulo endoplasmatico; mientras que la biosintesis de algunas aminas y alcaloides

tiene lugar en la mitocondria (Septlveda et al., 2003).

El metabolismo primario proporciona un gran niimero de moléculas simples, como el acido
shikimico, el acetato y los aminoacidos, los cuales constituyen los materiales de partida para las
rutas biosintéticas del metabolismo secundario. Basdndonos en lo anterior podemos establecer 3
grandes grupos de compuestos secundarios: terpenos, alcaloides y fenilpropanoides. El écido
shikimico, por la ruta metabolica que lleva su nombre, da origen a muchos compuestos aromaticos,
entre ellos los aminoacidos, los 4cidos cinamicos y algunas estructuras polifendlicas. El acetato es
el precursor de los acidos grasos y de los policétidos en la ruta del acetato-malonato, y los terpenos
o isopropanoides son sintetizados en la ruta del acetato-mevalonato. Los aminoacidos son

precursores de los alcaloides y de los antibidticos peptidicos (Septilveda et al., 2003).

Todos los terpenos naturales proceden de unidades de acetato activo (acetil-CoenzimaA), que se
condensa y se transforma para originar 4acido mevalonico, unidad de 5 atomos de carbono,
especifica de la biosintesis de terpenos. En cambio la biosintesis de las estructuras fenodlicas se

efectiia por 2 rutas metabolicas esenciales: la del 4cido shikimico y la del 4cido maldnico (conocida
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como la de los policétidos); la primera es mayoritaria en las plantas superiores y la segunda es
favorecida en los microrganismos. La fenilalalniana y la tirosina son intermediarios metabolicos en
la biosintesis de numerosos compuestos fenolicos, y el triptdfano es el precursor de hormonas como

el acido indolacético (Sepulveda et al., 2003).

Los alcaloides se forman por rutas biosintéticas muy diversas, a partir de muchos aminoacidos
como la L-arginina, la L-lisina, la L-fenilalanina, el L-triptofano y otros. Ocasionalmente derivan de
la L-prolina, el &cido antranilico (precursor y producto de degradacion del L-triptofano), el acido
nicotinico (formado a partir del 4cido aspartico), raras veces del L-triptofano, restos de isopentilo,
isopentil pirofosfato, acetilo proveniente del acetil-Coenzima A y de grupos metilo de S-
adenosilmetionina. En la biosintesis de los alcaloides se han reconocido 3 tipos generales de
reaccion que determinan su estructura principal: la formacién de bases de Schiff, la reaccion de

Mannich y el acoplamiento oxidativo de fenoles (Garcia, 2004).

Tipos de metabolitos secundarios y sus propiedades medicinales
A continuacion, se describen las caracteristicas estructurales de cada grupo de MS con el fin de

establecer una panoramica general de cada uno de ellos.

Terpenos

Los terpenos, también conocidos con el nombre de terpenoides o sipoprenoides, forman un
conjunto enormemente amplio de MS (mas de 40 mil descritos) en plantas, animales y
microrganismos; suelen ser insolubles en agua y derivan todos ellos de la union de unidades de
isopreno (5 atomos de Carbono); la denominacion terpeno proviene del nombre trementina o
aguarras, y se limitd inicialmente a compuestos aislados de ésta y otras esencias naturales, pero
luego se amplid a otras muchas sustancias volatiles y no volatiles. Pueden clasificarse como
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) y tretaterpenos
(C40), segun el nimero de unidades de isopreno (2,3....8) que los forman (Lock, 2007; Zacarés,
2008).

Fenilpropanoides

Engloban un grupo de metabolitos secundarios de una gran variabilidad tanto estructural como
de funcion, producidos por plantas en respuesta a estrés de tipo bidtico y abidtico de diversa
naturaleza. Todos ellos se caracterizan por poseer un esqueleto carbonado del tipo C4Cs.; se piensa
que su principal funcion en plantas es la de establecer barreras fisicas que frenen la expansion del

patdgeno y también ejercer una accion protectora de las células vegetales frente a la generacion de

12|Contenido



Porfirio Alonso Ruiz Hurtado 2014
Actividad anti-leishmanica del extracto metanélico de Bursera aptera Ramirez

especies de oxigeno activo como consecuencia de una infeccion patogénica. Se hallan presentes en
todas las partes de las plantas, algunas clases se encuentran mds ampliamente distribuidas que
otras,por lo que son mas comunes las flavonas y flavonoles, y mas restringidas en su ocurrencia las
isoflavonas, las chalconas y auronas. La accién farmacoldgica de los flavonoides son bien
conocidas, como dilatadores de las coronarias (proantocianidinas de Crata egus), colerético,
estrogena y diurética; al igual que la accién antimicrobiana de flavonoides prenilados y otros

fenoles y la actividad antifingica de las isoflavonas (Lock, 2007; Zacarés, 2008).

Alcaloides

El término alcaloide, debido al aleman W. Meissner en 1879, significa semejante a los alcalis y
se aplica a compuestos nitrogenados basicos naturales, de origen vegetal. Los alcaloides son
representantes arquetipicos del metabolismo de las plantas y constituyen un tipo de metabolitos
secundarios en los que parte de la estructura, asi como al nitrégeno, procede de los aminoacidos. El
grado de conservacion de la estructura del aminoacido en el alcaloide es, sin embargo, variable. En
la mayoria de los casos se retiene practicamente la totalidad de la misma salvo el grupo carboxilo,
que suele perderse por lo general. A su vez, el aminoacido puede constituir la totalidad de la
estructura del alcaloide o s6lo una parte de ésta, por lo que el resto proviene de la estructura de la
via metabolica del acetato-malonato, de la del 4cido shikimico o de algunos precursores isoprénicos
Cs,. Se encuentran en las semillas, raices, corteza y hojas; en estado libre o como glicosidos, o
forman sales como 4acidos organicos. La funcion de los alcaloides en las plantas atin no es muy
conocida, aunque se reporta que algunos intervienen como reguladores del crecimiento, 0 como
repelentes o atractores de insectos; el hecho que aproximadamente el 80% de las plantas no
contienen alcaloides hace suponer que estos no son vitales para los organismos vivientes. Entre los
alcaloides con alguna accion fisiologica estan: la atropina (antiespasmoédico, estimulante,
analgésico), cocaina (estimulante, anestésico local, sedante), codeina (analgésico,sedante,
hipnoético), emetina (emético, expectorante, antiperético, amebicida), escopolamina (hipnético,
sedante), esparteina (estimulante cardiaco, diurético), hiosciamina (hipndtico, sedante cerebral,
mediatico), morfina (narcético, sedante, hipnoético, antipirético), quinina (ténico, emenagogo,
antiséptico, antipirético), efedrina (vasoconstrictor, insuficiencia circulatoria), papaverina (relajante
muscular), lobelina (expectorante, emético, estimulante respiratorio), reserpina (control de Ia
presion alta en la sangre), tubocurarina (relajante muscular), entre otros (Lock, 2007; Zacarés,

2008).
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El género Bursera y sus propiedades medicinales
Desde la época prehispanica en las regiones “calidas y secas” eran exportados los arboles de la
familia Burseraceae (Apéndice 2), para el uso de extraccion de resinas (copal) que tenia gran

relevancia social, economica, religiosa-ceremonial y en la vida cotidiana (Linares y Bye., 2008).

El género Bursera Jacq. Ex L. esta constituido por un poco mas de 100 especies distribuidas
desde Pert hasta el sur de los Estados Unidos; su principal centro de diversificacion es México, con
aproximadamente 85 especies, 75 de las cuales son endémicas, distribuidas principalmente en el
bosque tropical caducifolio. Existe una mayor diversificacion y concentracion de especies
endémicas sobre la vertiente del Pacifico, particularmente en la Depresion del Balsas, donde se han
registrado 47 especies; en 1979 Rzedowski y Kruse consideraron que el género Bursera pudo haber
tenido un origen difilético, de acuerdo con la gran diferencia que hay entre las 2 secciones en que
han sido divididas, Bursera, que incluye a todas las especies con fruto trivalvado y Bullockia, a las
que tienen fruto bivalvado. Las especies de Bursera son muy resinosas y liberan un olor
caracteristico de pino-limon cuando las hojas o ramas son cortadas. El olor es debido a la alta
volatilidad de compuestos terpénicos como a-pineno, f-felandreno, limoneno, careno, entre otros
(Daly, 1993; Evans et al., 2000; Andrés y Espinosa, 2002; Becerra, 2003; Guzman y Sanchez,
2004).

Algunos ejemplos sobre las propiedades medicinales de Bursera se presentan a continuacion:
Las hojas de B. simaruba han sido usadas como remedios herbales, externamente en forma de
pomadas, ya que presentan propiedades antinflamatorias y antiartriticas, las cuales han sido objeto
de estudio en investigaciones sobre los efectos farmacoldgicos que presenta el extracto hexanico de
las hojas de la especie en cuestion, el cual tuvo un potente efecto en el proceso anti-inflamatorio
sobre las faces aguda y cronica de ACII (adjuvant-carrageenan-induced inflamation) experimental
probado en ratas (Abad et al, 1996; Sosa et al., 2002; Noguera et al, 2004; Carretero et al., 2008).
También se ha registrado que tiene actividad antibacteriana sobre las cepas de Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa (Camporese et al., 2003; Yasunaka et al., 2005). Entre los usos
medicinales de ésta especie estan: la infusion del cocimiento de la madera se utiliza para bajar de
peso; el fruto y la flor, se emplean para tratar el resfriado, disenteria, diarrea, fiebre, hongos en la
piel, mal de viento, como purgante y sudorifica; la hoja sirve para tratar la tosferina, el sarampion,
amigdalitis, fiebre intestinal, comezon, ulceras (enfermedades venéreas), tiene propiedades anti-
inflamatorias, antiasmaticas, analgésicas (dolor de cabeza, estomago y muelas), como acelerador

del parto, para encias infectadas, evacuaciones con sangre, posee efectos diuréticos; la corteza sirve
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como antipirético, para hemorragias nasales, dolor muscular, remedio para el hipo, limpieza de

heridas, inflamacion de ovarios y picaduras de aranas (Maldini et al., 2009).

En la literatura se reporta que B. glabrifolia se emplea para el tratamiento de picaduras de
alacran; los ungiientos de la planta, se usan para aliviar los sintomas del resfriado; la inhalacion del
humo de la combustion de la resina es un remedio para calmar el dolor de cabeza (Peters et al.,
2003); por otra parte B. tonkinensis esta entre las plantas que presentan una gran citotoxicidad en la
busqueda de componentes anticancerigenos activos en Vietnam y Laos; bioensayos realizados con
extractos obtenidos de las raices de ésta especie a partir del solvente CH,Cl, mostraron
citotoxicidad contra células KB (Jutiviboonsuk et al., 2005). También se ha reportado la actividad
antimicrobiana del linalool a partir de extractos obtenidos de las hojas de B. aloexylon, los cuales
inhiben a Rhodococcus equi y Staphylococcus epidermides (Queiroga et al., 2007); de igual manera
se ha reportado que el extracto etanolico a partir de tallos de B. fagaroides present inhibicion in
vitro en el crecimiento de Entamoeba histolytica (Rosas-Arreguin et al., 2008); por su parte
Espinosa (2012) denota la actividad antimicrobiana del aceite esencial de B. schelechtendalii
(colectada en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan, Puebla) sobre algunas cepas bacterianas, entre las
cuales las mas sensibles a este fueron Streptococcus pneumoniae y Escherichia coli 53228, asi
como la actividad antimicética del aceite sobre Candida albicans y C. glabrata, asimismo Rojas
(2012) concluye que el aceite esencial de B. arida presenta actividad antibacteriana sobre E. coli y
S. pneumoniae y actividad antifingica sobre C. albicans, Aspergillus niger, Trichophyton
mentagrophytes y Fusarium sporotrichoides; por otra parte Vences (2012) aislo tres triterpenos del
extracto hexanico de la resina y corteza de B. simaruba, los cuales inhibieron el crecimiento de S.
mutans; ademas se ha descrito la actividad antibacteriana que presentan los extractos metanolicos
de diversas especies pertenecientes al género Bursera entre los que destaca la actividad de B. aptera
sobre E. coli (Vasquez, 2012); también se ha reportado el efecto cicatrizante del extracto metandlico
de B. morelensis, el cual no es dependiente de la dosis (Serrano, 2013); cabe destacar que los
trabajos anteriores se realizaron sobre especies colectadas en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan,

Puebla al igual que el estudio realizado por Espinosa (2012).

Bursera aptera

Sobre B. aptera en particular no se tienen estudios sobre sus propiedades medicinales,
antimicrobianas, y antiparasitarias; esta especie es endémica de México, se distribuye en los estados
de Guerrero, Morelos, Oaxaca y Puebla. Habita en el bosque tropical caducifolio y en el matorral
xerodfilo, preferentemente en suelos de origen calizo, en altitudes entre 550 y 1950 msnm. Florece

entre finales de abril y mediados de julio y no tiene follaje de noviembre a mayo. Se le conoce
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como “Cuajiote amarillo y Brea”. Es un arbol de 2 a 8 metros de alto de corteza, de color amarillo o
beige, que se desprende en laminas. Las ramas tienen resina aceitosa y aromatica. Sus hojas son
compuestas de 5 a 9 pares de hojuelas elipticas con los margenes enteros. Las flores son amarillas y
nacen de abril a mayo. La goma que secreta el tallo se usa como veneno para perros, mezclada con

el alimento del animal (Rzedowski et al., 2004 y Rzedowski et al., 2005).

Justificacion

Los farmacos desarrollados para tratar los diferentes tipos de leishmaniosis y tripanosomiasis
fueron introducidos hace algunas décadas, los cuales han tenido inconvenientes en términos de
eficacia, duracion del tratamiento, via de administracion, efectos secundarios en los pacientes y
costos. Estos puntos se han visto agravados por la falta de desarrollo de un nuevo firmaco por parte
de las industrias farmacéuticas y la resistencia que han desarrollado los parasitos a la mayor parte de
los farmacos que se emplean hoy en dia para tratar las infecciones producidos por éstos, como en el
caso de la resistencia al gluconato sddico de antimonio (primera linea de tratamiento contra la
leishmaniosis visceral). Y en general a las medicinas pentavalentes de antimonio por parte de
Leishmania ha obligado a los médicos a usar otros medicamentos con efectos toxicos para el
paciente como la amfotericina B, pentamidina, paromomicina o alopurinol. Por ello se acentta la
necesidad de buscar nuevos compuestos que sean efectivos y menos daiiinos para la salud del
hombre y capaces de inhibir las infecciones causadas por microrganismos. La medicina tradicional
nos da indicios sobre los efectos antimicrobianos que poseen una gran cantidad de plantas en
nuestro pais; entre ellas se encuentran las especies pertenecientes al género Bursera. Las especies
como B. simaruba, B. aloexylon y B. fagaroides tienen propiedades antibacterianas vy
antiparasitarias, en el ultimo caso, estas podrian ser una opcioén para el desarrollo de nuevos
medicamentos para tratar las enfermedades parasitarias provocadas por protozoarios; es por esta

razon que es importante realizar estudios con las especies pertenecientes a este género de plantas.

Planteamiento del problema

El tratamiento contra L. mexicana implica el uso de medicamentos de alto costo y que
desencadenan efectos secundarios dafiinos a los pacientes que son tratados con ellos, ademas de que
este parasito ha desarrollado a lo largo del tiempo resistencia contra los farmacos empleados para
aliviar esta enfermedad; debido a esto, existe la necesidad de buscar alternativas terapéuticas que

sean efectivas contra la leishmaniosis y a un menor costo; por lo que una alternativa es recurrir al
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uso de plantas medicinales para encontrar indicios de compuestos presentes en estas que pudieran

ser una alternativa en el tratamiento de la leishmaniosis.

Hipotesis

Dado que se ha demostrado que los extractos de diferentes especies pertenecientes al género
Bursera tienen actividad antimicrobiana, ademas de que comparten metabolitos secundarios
similares a los que se reportan con actividad anti-leishmanica, entonces podemos suponer que: la
especie Bursera aptera es un buen candidato a tener actividad anti-leishmanica contra Leishmania

mexicana.

Objetivos

1. General

Evaluar la actividad anti-leishménica y algunos mecanismos de accion de la corteza de Bursera

aptera.

2. Particulares

e Obtener por maceracion los extractos de la corteza de B. aptera.

*  Determinar el efecto in vitro del extracto de la corteza de B. aptera sobre los promastigotes

de L. mexicana.
*  Determinar si el extracto induce apoptosis en promastigotes de L. mexicana.

e Determinar la composicion quimica del extracto por medio de Cromatografia de Gases

acoplada a Espectrometria de Masas.
*  Evaluar la actividad anti-inflamatoria del extracto de la corteza de B. aptera.

+  Evaluar la citotoxicidad del extracto de la corteza de B. aptera sobre macrofagos.
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Material y métodos

Colecta de material
El material vegetal necesario de Bursera aptera se colect6 durante los meses de marzo, abril,
junio, agosto, septiembre y octubre en el afio 2011 en San Rafael, Coxcatlan, Puebla (Apéndice 3).

Se separ6 el material en hojas, frutos, ramas (las cuales se cortaron en trozos pequefios) y corteza.

Obtencion del extracto
El extracto de las cortezas se obtuvo por el método de maceracion (Dominguez, 1973). Se
pesaron las cortezas secas y se colocaron en trozos en un matraz; se obtuvo el extracto metanolico

crudo (MeOH) de las cortezas, el cual se filtro y destild a presion reducida en un rotavapor.

El extracto se coloco en charolas de vidrio con la finalidad de completar la evaporacion del
solvente. El rendimiento del extracto se determiné por diferencia de peso con relacion al peso seco

de la planta.

Mantenimiento de la cepa de L. mexicana

El parasito de L. mexicana se obtuvo a partir de un raton previamente infectado con la cepa
(MNYC/BZ/M379) donado por la Dra. Miriam Rodriguez Sosa de la Facultad de Estudios
Superiores Iztacala, Universidad Nacional Auténoma de México. Se aislaron promastigotes de la
lesion de ratones infectados en 5 ml de medio de cultivo Schneider suplementado con 10% de SFB
inactivado y antibidtico al 1% (Gentamicina) para obtener la fase estacionaria del parasito;
subsiguientemente fueron cultivados en botellas de cultivo con medio Schneider a 28° C.

Posteriormente se cuantificaron en la cdmara de Neubauer.

Infeccion de ratones con L. mexicana

Se infectaron de manera subcutanea ratones BALB/c machos del mismo peso y de 6 semanas de
edad en la parte posterior cerca de la base de la cola. Los ratones se rasuraron para hacer mas facil
la infeccion. Los ratones fueron infectados con un indculo de 50 uL de PBS que contenia 2X10°
promastigotes de L. mexicana con jeringas de insulina. Los ratones se mantuvieron en el bioterio de

la Facultad de Estudios Superiores Iztacala durante 10 semanas posteriores a la infeccion.

Curva patron para los ensayos de viabilidad de los promastigotes de L. mexicana

En una placa de cultivo de 96 pozos se sembraron diferentes cantidades promastigotes de L.
mexicana (desde 1x10” hasta 9,765 promastigotes) en 200uL de medio de cultivo, posteriormente a
todos los pozos se les agregd 25uL  (Smg/ml) de MTT (3-[4,5 dimetilazol-2 y 1]-2,5
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difeniltetrasolio bromuro) (método modificado del ensayo de Dutta et al., 2005), y se incubaron por
un tiempo de cuatro horas a una temperatura de 37°C. Al término de este tiempo se centrifug6 la
placa a 2500 rpm durante cinco minutos y se retir6 el sobrenadante, quedandose unicamente con la
pastilla, a la cual se le agregd posteriormente 100uL de dimetil sulféxido (DMSO) y se dejo reposar
la placa por 15 min en obscuridad (se utilizaron como blanco tres pozos de la placa que no
contenian células a los que se le agregaron 100 pL de DMSO). Como ultimo paso del
procedimiento, se leyd la absorbancia a 492nm en un lector para ELISA. Los datos de nimero de

células y los valores de absorbancia se graficaron.

Determinacion del efecto in vitro del extracto de la corteza de B. aptera sobre promastigotes de
L. mexicana

Se utilizaron promastigotes en la fase exponencial, los cuales se resuspendieron en medio
Schneider suplementado con SFB y 100 mg de gentamicina/ml. Los parasitos se colocaron en
placas de cultivo celular de 96 pozos (2.5%10* promastigotes en 100ul de medio, en cada pozo) e
interactuaron con diferentes concentraciones del extracto metandlico de B. aptera, disuelto en
DMSO y Medio Schneider con una proporcion 1:1, (desde 10 mg/mL hasta 0.009 mg/mL) durante
48 h a 22 °C, una vez transcurrido el tiempo se retir6 el extracto; como control negativo se dejaron
en la placa tres pozos a los que no se les agregd extracto; por otra parte, se utilizd6 como control
positivo el estibogluconato de sodio (desde 25 mg/mL hasta 0.012 mg/mL) y la anfotericina B
(desde 62.5 ug/mL hasta 0.030 pg/ml) debido a que son los medicamentos que se ocupan en el
tratamiento de la leishmaniosis. La interaccion de los medicamentos con los promastigotes de L.
mexicana se evalu6 a las 24h y las 48h. La viabilidad de los parasitos se evalué con el método
modificado del ensayo de MTT (Dutta et al., 2005) donde la cantidad de sales de formazan
producidas es directamente proporcional al nimero de células metabdlicamente activas. Las sales
de formazan producidas se cuantificaron en un lector de ELISA a una longitud de onda de 492nm,
los valores de absorbancia obtenidos se interpolaron en la curva patrén y se graficaron para obtener

la CL50.

Determinacion de la generacion de apoptosis en promastigotes de L. mexicana inducida por el
extracto a través del kit de Anexina V por citometria de flujo.

Para determinar si el mecanismo de accion de muerte celular en promastigotes de L. mexicana
provocada por el extracto de B. aptera implica el proceso de apoptosis. Se utiliz6 un doble marcaje
con Anexina V conjugada con un fluorocromo de color verde (FITC) e loduro de Propidio (PI)
como se describe en Mehta y Shaha, 2004. La Anexina V es una molécula que tiene afinidad por la

fosfatidilserina la cual normalmente se encuentra presente en el interior de la membrana plasmatica
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de los promastigotes; sin embargo, cuando se lleva a cabo el proceso de apoptosis celular hay una
externalizacion de esta molécula en la membrana plasmatica de los promastigotes, por lo que se le
considera como un indicador de este proceso; mientras que el IP es una molécula que tiene afinidad
por el DNA de la célula, lo que nos indica que la célula ya ha muerto, ademas de que presenta un
fluorescencia en color rojo (es importante considerar el espectro de fluorescencia de los marcadores
a emplear en la citometria de flujo para evitar el solapamiento de los pardmetros que se estén

evaluando).

Se incubaron promastigotes de L. mexicana con el extracto metanolico de B. aptera durante 4
h; al cabo de este tiempo las células se centrifugaron a 3500 rpm durante 10 min; se lavaron dos
veces en PBS (0,02 M, pH 7,2) y se resuspendieron en buffer de unién a anexina-V (10 mM
HEPES, 140 mM de NaCl, 2,5 mM de CaCl,, pH 7,4). Después de lo cual se afiadié la Anexina V-
FITC y PIL, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Apéndice 4) y se incubaron durante 30
minutos en oscuridad a 20-25 °C. La adquisicion de datos se llevd a cabo en un citometro de flujo

FACS Calibur (BD) y se analizaron con el programa CellQuest.

Determinacion de la composicién quimica del extracto por medio de Cromatografia de Gases
acoplada a Espectrometria de Masas.

El andlisis del extracto metandlico de la corteza de B. aptera se realizé mediante Cromatografia
de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM). Se emple6 un Cromatografo de gases HP
6890 usando un detector de masas selectivo HP 5973, equipado con el software Chemstation y el
espectro de datos Wiley 275. Se utilizé una columna capilar HP-5.5% de fenil metil siloxano (30 m
x 0.32 mm; 0.25 mm de espesor). Las condiciones cromatograficas fueron: temperatura de la
columna 70 °C (0.5 min), 70-150 °C (15 °C/min), 150-220 °C (20 °C/min), 220-310 °C (25°C/min),
310 °C (5 min), la interfaz 180 °C; relacidon de separacion 1:10 del gas portador, He (3.43 Psi), la
tasa de flujo 1.6 mL/min; energia de ionizaciéon 70 eV, rango de masa 30-550; volumen inyectado

2.0 mL.

Evaluacion de la actividad anti-inflamatoria con el modelo de edema plantar generado por
carragenina

La actividad anti-inflamatoria del extracto metandlico de B. aptera se evalud utilizando el
modelo de edema generado por carragenina, el cual es un polisacarido que promueve la inflamacion
en los tejidos animales, por lo que este fue considerado como el control negativo en el ensayo;

mientras que el control positivo que se utilizo fue la dexametasona ya que es un medicamento
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esteroideo utilizado cominmente por su efecto anti-inflamatorio ademas que de impide la accion

pro-inflamatoria inducida por carragenina.

Se utilizaron seis grupos de ratas Wistar (n=3) a los cuales se les indujo un edema en el cojinete
plantar de ambas extremidades inferiores; al grupo testigo no se le administré ningin medicamento,
solamente solucion salina (10 mL/kg, via oral); por otra parte al grupo control negativo se le
administré carragenina al 1% y al grupo control positivo se le administré dexametasona (0.5 mg/kg,
via oral) disuelta en solucidon salina estéril por via oral; en contraste se ocuparon tres grupos
experimentales, a los cuales se les administré oralmente, mediante canula concentraciones de 250,
500 y 750 mg/kg del extracto metandlico del extracto de la corteza de B. aptera disueltos con
solucion salina estéril. Previamente, todos los grupos de ratas se mantuvieron en ayuno de 16 h, con

acceso libre de agua.

Una hora después se les inyectd 100 pL de carragenina al 1 % en el cojinete plantar de la
extremidad posterior derecha; mientras que al cojinete plantar de la extremidad izquierda se le
aplicd solucion salina. El grosor de las extremidades posteriores de las ratas se midio antes y
después de la inyeccion de carragenina o solucion salina con ayuda de un medidor de espesor marca
Mitutoyo, modelo ID-C112X/1012X, tomando como grosor de la inflamaciéon en milimetros el
primer dato que arrojaba el equipo al realizar la medicion; por lo que se hizo una modificacion al
método propuesto por Van Arman et al., 1965. EI grosor de las extremidades posteriores de las ratas
se midio a 0, 1, 2, 3 y 4 horas después de la inyeccion de carragenina debido a que esta promueve la
exudacion plasmatica inflamatoria maxima a las cuatro horas de aplicarla en los tejidos plantares
(Martinez, 2002); posteriormente se sacrificaron a las ratas en una camara de CO,. Se utilizaron las
siguientes ecuaciones para calcular el porcentaje de inflamacion y el porcentaje de inhibicion de la

inflamacion:

(T, —Ty)

x 100
Ty

% de inflamaciéon =

% de inhibicion de la inflamacion = 100 — (% de Inflamacion)
Dénde:
T; es el valor del grosor del cojinete plantar en milimetros de la carragenina al tiempo cuatro.

T; es el valor del grosor del cojinete plantar en milimetros al tiempo cero.
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Evaluacion de la citotoxicidad del extracto de la corteza de B. aptera sobre macréfagos P-388
de ratones con el método de Cristal Violeta

La linea de macréfagos P-388 de ratén leucémico, fue mantenida en medio DMEM-F12
(Sigma), suplementado con suero fetal bovino al 10% (GIBCO) y 100 pg/mL de antimicético
(Anfotericina B). Las células se cultivaron en una incubadora con una atmosfera de 5% de CO, a

37°Cy se despegaron con Tripsina-Verseno 0.5%.

Se sembraron en una placa de cultivo de 96 pozos a una densidad de 1.5x10* células por pozo y
se dejaron incubar por 2 horas antes del tratamiento. Tras esto, las células fueron tratadas con
diferentes concentraciones del extracto de B. aptera (20-0.004 mg/mL); se obtuvo la concentracion
inicial mediante dilucion en DMSO, asegurandose que la concentracion final del solevente no fuera
superior al 1% (v/v); los ensayos se realizaron por triplicado. La placa fue incubada por 48h a 5%
de CO, y 37°C. Como control positivo se utiliz6 Doxorubicina; los pozos con células sin ningiin

tratamiento fueron considerados como control negativo.

Al finalizar el periodo de incubacidon, se evalud la viabilidad celular mediante la tincién de
Cristal Violeta (Apéndice 5) con base al protocolo reportado por Badisa et al., (2003). Para la
interpretacion de los resultados se tomo en cuenta el criterio del Instituto Nacional de Cancer (INC)
en el cual se considera que para que un extracto tenga un efecto citotoxico activo el valor de Cls,,
tras la incubacion entre 48-72 h debe ser de 20 pg/mL o menos y para un compuesto puro es de 4

ug/ml o menos (Geran et al., 1972).

Resultados

Colecta del material
Se obtuvo el extracto metanolico de la corteza de B. aptera, cuyo color es verde claro, lustroso.
A partir de 2,516g de peso seco de la planta se obtuvieron 57.8g de extracto metandlico; por lo

tanto, el rendimiento fue del 2.3%.

Determinacion del efecto in vitro del extracto de la corteza de B. aptera sobre promastigotes de
L. mexicana.

Para evaluar el efecto in vitro del extracto metanodlico de la corteza de B. aptera se procedio a
realizar una curva patron (figura 3) para poder interpolar los datos de absorbancia de los siguientes

experimentos a numero de promastigotes.
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Figura 3. Curva patron de promastigotes de L. mexicana. Se muestra la absorbancia que
presentan distintas cantidades de promastigotes (desde 1x10” hasta 9,765); en color rojo la curva del

modelo matematico del ensayo con respecto al modelo experimental.

De la interaccion in vitro por 48h del extracto con los promastigotes de L. mexicana (2.5x10%) y
se obtuvo un valor de CL5, de 0.408 mg/mL (R= 0.9855) los datos obtenidos a partir de este ensayo
se expresaron en porcentaje de mortalidad de promastigotes de L. mexicana (figura 4); se observo
que la interaccion del extracto con respecto al porcentaje de mortalidad de los promastigotes es de
tipo dosis dependiente, es decir, que a una concentracion mayor del extracto metandlico de B.

aptera existe una tasa mayor de mortalidad de promastigotes.
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Figura 4. Curva del efecto anti-leishmanico. Interaccion tras 48 h con diferentes concentraciones
del extracto de B. aptera (desde 10 a 0.004 mg/mL) contra promastigotes de L. mexicana (2.5x10%.
Como se puede observar el efecto del extracto es dosis dependiente, reportandose una CL5,= 0.408

mg/mL.

Con base a los resultados obtenidos por medio de este ensayo se puede afirmar que el extracto de
B. aptera posee un efecto anti-leishmanico directo sobre el crecimiento de los promastigotes de L.
mexicana, la cual es la fase infectiva de este parasito, descrita en su ciclo de vida. De acuerdo con
Dutta (et al., 2007) la maxima concentracion de DMSO que se ocupd en el ensayo contra
leishmania (8%) causa un minimo de muerte celular, mientras que en el presente se ocupd un
concentracion del 1%, por lo que se descarta que el comportamiento observado en la curva de la

figura 4 sea causado por la interaccion del parasito con el solvente.

De igual forma se realiz6 la interaccion de los promastigotes de L.mexicana con los farmacos de
referencia; con los resultados obtenidos se determino que el valor de CLs, para el estibogluconato

de sodio fue de 0.205 mg/mL a las 24h y de 0.508 mg/mL a las 48h (figura 5 A-B) mientras que en
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el caso de la anfotericina B la CLs, calculada fue de 7.747 pg/mL a las 24h y de 0.133 pg/mL a las
48h (figura 5 C-D) de la evaluacion del efecto in vitro respectivamente, en ambos casos se observan
curvas de tipo dosis dependiente en los dos tiempos en que se realizaron los ensayos; cabe destacar
que la anfotericina B después de 48h presenta el valor mas bajo de CL5, en comparacion a los otros
tiempos en que se evalud el mismo; asi mismo, fue la anfoterinica B la que mostr6 una mejor
capacidad para matar a los promastigotes de L. mexicana al disminuir notablemente la CLs, que
present6 a las 48h con respecto a las 24h de la interaccion con los parasitos, en comparacion al
estibogluconato de sodio debido a que este ultimo a las 48h de la interaccion presenta una CLsy, mas

elevada que a las 24h de la misma.
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Figura 5. Efecto in vitro del estibogluconato de sodio y la anfotericina B sobre promastigotes de
L. mexicana con sus respectivos valores de CLso. A) Se observa el resultado de la interaccion tras
24h del tratamiento con estibogluconato de sodio; B) se muestra el resultado después de 48h del
mismo; C) se aprecia la interaccion después de 24h con anfotericina B y D) después de 48h con el
mismo; en todas las curvas se observa en color rojo la curva del valor matematico del ensayo y en

negro los resultados experimentales.
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Determinacion de la generacién de apoptosis en promastigotes de L. mexicana inducida por el
extracto utilizando el kit de Anexina V por citometria de flujo

La interaccion de los promastigotes de L. mexicana con la CLs, del extracto metandlico de B.
aptera (obtenido a partir del ensayo de la actividad anti-leishmanica que presentd el mismo)
después de 4h, se procedi6é a leer en un citdmetro de flujo, contabilizando un total de 100,000
eventos tanto para el grupo experimental como para el grupo control, al cual no se le agregd el
extracto de B. aptera; obteniendo dotplots para cada medicion (figura 6), donde se muestra que en
el cuadrante positivo para anexina V de la interaccion con el extracto presentd un 20% de apoptosis;
mientras que el control present6 un 0.05% de apoptosis. Por otra parte en el cuadrante positivo para
PI fue de 17.21% para la interaccion con el extracto, mientras que para el control fue de 0.62%, lo

que nos podria sugerir procesos de necrosis en los promastigotes de L. mexicana.
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ANEXINA V

Figura 6. Dotplots de apoptosis celular. Control (A) y la apoptosis generada por el extracto de B.
aptera sobre L. mexicana después de interactuar por 4h (B); se registré un 0.05% y un 20% de
células que externalizan fosfatidilserina respectivamente, lo cual es un indicador de apoptosis en las

células.
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Determinacion de la composicion quimica del extracto por medio de Cromatografia de Gases
acoplada a Espectrometria de Masas

Por medio de cromatografia der gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) se
obtuvieron los compuestos presentes en las muestras de B. aptera (figura 7), representados en una
gréfica con diversos picos con base al tiempo de retencion y la abundancia de dichos compuestos en
el extracto. Es importante resaltar el hecho de que no todos los picos que se presentan en la figura
pudieron ser identificados con el CG-EM, esto se debe a que en la base de datos atin no se han
identificado todos los metabolitos secundarios que pueden poseer las plantas, por lo que se analizan
con respecto a los patrones conocidos hasta el momento. Sin embargo, abre la posibilidad de
encontrar compuestos dentro de este extracto que no se hayan descrito anteriormente al aislar cada

uno de los metabolitos secundarios presentes dentro del mismo.

Patron de fragmentacion del extracto metanolico de B. aptera

Abundancia

Tiempo

Figura 7. Cromatograma de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM) del extracto
metandlico de B. aptera. Se muestra el tiempo de retencion de cada uno de los compuestos

detectados con respecto a su abundancia dentro del extracto.
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Se identificaron 18 metabolitos secundarios a partir de la CG-EM, los cuales se presentan en el
cuadro 1, con su respectivo porcentaje de abundancia dentro del extracto metanolico de B. aptera,
asi como con su respectiva estructura quimica. De entre los compuestos hallados destacan en cuanto
a su mayor abundancia el Ter-butilbisfenol y la Podofilotoxina con 17.14 y 13.79%
respectivamente; mientras que el compuestos con menor abundancia fue el Acido linoleico con
1.34%. En general los demds compuestos encontrados varian entre el dos y el siete por ciento de

abundancia dentro del extracto.
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Cuadro 1. Porcentaje de abundancia de los compuestos detectados en una Cromatografia de

Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM) del extracto metandlico de B. aptera.

Podofilotoxina

trans-

metilpluviatélido

16.925

16.154

13.79

7.52

Anti-
leishmania,
anti-
inflamatorio,
citotoxico,
apoptotico anti-
tumoral (Qi et
al., 2005;
Vasilev et al.,
2005; Liu et al.,
2010;
Kirmizibekmez
et al, 2011;
Guerrero et al.,
2013).
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Spirost-20-en

Tert-
butilbisfenol
Acido 8-
heptadecenoico

p-nonil fenol

17.175

13.934

12.159

9.429

7.49

7.14

5.68

5.43

Anti-
inflamatorio,
citotoxico
apoptdtico anti-
tumoral
(Myszka et al.,
2003; Shwe et
al., 2010;
Timite et al.,
2013; Huang et
al., 2013).

Anti-
inflamatorio
(Kwak et al.,
2009).

Anti-
leishmania
(Carballeira et

al., 2011).

Pro-
inflamatorio,
citotoxico
apoptotico
Xiao et al,
2011; Yen et al.,
2012).
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Metil palmitato

Metil éster del

acido oléico

Acido palmitico

10.729

12.183

10.960

4.93

4.93

4.76

Anti-
inflamatorio
(El-Demerdash,
2011).

Anti-
inflamatorio,
anti-apoptotico
(inhibe el acido

palmitico) (Zhu

et al., 2005;
Belosludtsev et
al., 2006;

Harvey et al.,
2010; Saeed et
al., 2012).

Pro-
inflamatorio,
citotoxico,
apoptdtico anti-
tumoral
(Harada et al.,
2002; Lu et al.,

2003;
Belosludtsev et
al., 2006;

Laurenza et al.,
2008; Jin et al.,
2013).
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Clionasterol 17.299 4.60
&
Kaureno 11.720 4.03 Anti-
inflamatorio,
citotoxico,

apoptotico anti-
tumoral

(Suzuki et al.,
2004; Hueso-
Falcon et al.,
2011; Lizarte
Neto et al.,

2013).

Metil linoleato 11.892 3.59

Acido estearico  12.278 3.26 Pro- =
inflamatorio, o
apoptdtico
(Anderson et

al., 2012).
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Taraxasterol 17.851 3.22 Anti-
inflamatorio
(Shanu et al.,
2010; Zhang et

al., 2012).
OH

Piranona 4.253 3.18 Anti-

leishmania,

citotoxico

(Wilson y Jairo,

2011).
Acido metil éster 11.928 2.67 /OW/\MA\/
16-octadecenoico 0
Metil estearato 12.070 2.42 Q

/\/\/\W/\/\)Lo/

Acido linoleico 12.124 1.34 Anti-apoptético OYV\/\/\/\/\/\/\/

(inhibe el 4cido v

palmitico),

antioxidante

(Beeharry et
al., 2003).

Evaluacion de la actividad anti-inflamatoria utilizando el modelo de edema plantar generado
por carragenina.

Después de corroborar que el extracto metanodlico de B. aptera presentaba una actividad
bioldgica contra el crecimiento de los promastigotes de L. mexicana y de que algunos de los
metabolitos secundarios presentan propiedades anti-inflamatorias, se procedi6 a evaluar la actividad
anti-inflamatoria del extracto, debido a que la leishmaniosis genera en el cuerpo del hospedero

lesion ulcerosa, la cual generalmente presenta una inflamacion local, por lo que se busca disminuir
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la inflamacion provocada por la infeccion con el uso de las burseras en la medicina tradicional; por

ello cobra relevancia el evaluar esta propiedad que puede presentar el extracto.

Los datos se expresaron en porcentajes de inflamacion con respecto a los obtenidos con respecto
a la inflamacion generada por la carragenina; se consideré como el 100% de inflamacion a la cuarta
medicion realizada; mientras que la dexametasona tuvo 30.99% de inflamacion mientras que el
grupo control negativo presentd 56.36% de inflamacion; por otra parte se observd una disminucion
del edema en el cojinete plantar de las ratas con las tres concentraciones del extracto utilizadas, las
cuales presentaron un 55.33%, 63.55% y 62.83% de inflamacion para las concentraciones de 250,
500 y 750 mg/kg respectivamente (figura 8), por lo que se puede observar que la concentracion que
tuvo el mejor efecto anti-inflamatorio fue la de 500 mg/kg con 63.55% con respecto a las otras dos
concentraciones, puesto que la de 750 mg/kg obtuvo un 62.83% y la de 250 mg/kg solamente tuvo
un 55.33% del mismo, por lo que esta tltima representa el efecto mas bajo entre las concentraciones
probadas (figura 9). Para corroborar si existian o no diferencias significativas entre las
concentraciones de 500 y 750 mg/kg se realiz6 un andlisis estadistico (ANOVA de dos vias;

a=0.05) y se encontrd que no existen diferencias significativas entre ambas concentraciones.

Figura 8. Porcentajes de la cinética de inflamacion con los extractos de B. &ptera. Para las
concentraciones de 250, 500 y 750 mg/kg, utilizando como control negativo carragenina (1%) y

como control positivo dexametasona (1 mg/kg). Las tres concentraciones mostraron un efecto
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diferente entre ellas y se encontré que no existen diferencias significativas entre las concentraciones

de 500 y 750 mg/kg, pero si entre las dos anteriores y la concentracion de 250 mg/kg.

Actividad anti-inflamatoria del extracto de B. aptera
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Figura 9. Porcentajes de la actividad anti-inflamatoria de las tres concentraciones del extracto
metanodlico de B. aptera. Como se puede apreciar, las concentraciones de 500 y 750 mg/kg
mostraron una alta actividad anti-inflamatoria, en contraste a la de 250 mg/kg. La carragenina al ser

el control negativo no presenta actividad anti-inflamatoria al ser el marco de referencia del ensayo.

El comportamiento del grafico nos sugiere que el extracto pudiera tener efectos sobre la
produccion de prostaglandinas y la migracion de neutroéfilos en la respuesta inflamatoria; debido a
que se ha sugerido que el efecto en la formacion y migracion de neutrofilos son algunas de las
caracteristicas de los agentes anti-inflamatorios cuyo mecanismo de accién estd relacionado con la
accion inhibidora de la ruta del acido araquidonico (Higgs et al., 1979); misma que sigue la
dexametasona, la cual es un farmaco esteroideo que inhibe la enzima fosfolipasa A, que es
responsable de la liberacion de acido araquidonico el sustrato para la produccion de prostaglandina

(Blackwell et al., 1980).
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Evaluacion de la citotoxicidad del extracto de la corteza de B. aptera sobre macréfagos P-388
de ratones utilizando el método de Cristal Violeta

Al ser utilizadas diferentes especies pertenecientes al género Bursera en la medicina tradicional
mexicana para el tratamiento de diferentes enfermedades de origen bacteriano, micotico o
parasitario es importante corroborar la citotoxicidad que pueden presentar estas plantas; es por esta
razon que una vez que se comprobo en el presente estudio el efecto anti-leishmanico, apoptotico,
anti-inflamatorio y la presencia de metabolitos secundarios con propiedades citotoxicas del extracto
metanolico de B. aptera se procedio a evaluar la posible citotoxicidad que pudiese presentar el
mismo; para esto, se emplearon macréfagos de ratones leucémicos de la linea celular P-388, ya que
es en los macrofagos del sistema inmune del hospedero en el que se albergan los parasitos de L.

mexicana.

Los resultados obtenidos tras la interaccion de las células con diferentes concentraciones del
extracto metanolico (de 20 a 0.004 mg/mL) durante 48h fueron expresados en porcentaje de
mortalidad de los macrofagos con respecto a la concentracion del extracto de B. aptera presentados
en la figura 10; se obtuvo que a la menor concentracion probada del extracto (0.004 mg/mL) este
presento un porcentaje de mortalidad de macréfagos del 72.82%, por lo que no se logrd calcular la
Clso del mismo; lo que nos indica que el extracto metandlico de la corteza de B. aptera es toxico, de
acuerdo al criterio del Instituto Nacional de Cancerologia (INC), en el cual se considera a un
extracto como toxico si el valor de Cls, tras la incubacion entre 48-72h debe ser menor de

0.02mg/mL.
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Figura 10. Ensayo de citotoxicidad del extracto de B. aptera sobre la linea celular de macrofagos
murinos P-388. El extracto es altamente toxico ya que a concentraciones menores a 4 pg/mL tiene

efectos nocivos en mas del 70% de la poblacion.

Discusion

Este es el primer estudio que se realiza sobre la actividad anti-leishmanica del extracto
metanolico de la corteza de B. aptera debido a que no existe ningin reporte en la bibliografia que
refiera actividad anti-leishmanica. Hasta el momento, solamente existen dos estudios que relacionan
a plantas del género Bursera como son B. graveolens y B. simaruba que tuvieron actividad anti-
leishmanica contra amastigotes de L. amazonensis cada una con un valor de CLs, de 36.7 + 4.7
pug/mL y de 163.3 £ 1.8 pug/mL respectivamente (Garcia et al., 2012; Monzote et al., 2012). Sin
embargo, en el presente estudio es la primera vez que se evalua la actividad anti-leishmanica de B.
aptera sobre promastigotes de L. mexicana, por lo que es destacable que la especie y la forma

celular del parasito son totalmente distintas a las que se han descrito en la bibliografia.
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Los resultados que se obtuvieron demuestran que B. aptera tiene actividad anti-leishmanica
contra L. mexicana; se determind el valor de CLsy, ¢l cual fue de 408 pg/mL, este es un valor mayor
al reportado en las otras plantas del mismo género; sin embargo, cabe mencionar que en el caso de
B. graveolens se trabajo con el aceite esencial de la planta (Monzote et al., 2012) por otra parte, en
el caso de B. simaruba se probo el extracto etandlico de las hojas de la planta (Garcia et al., 2012).
Se ha encontrado que en otras plantas del género Bursera como B. fagaroides, que el extracto
etandlico de la corteza inhibe la actividad de la ornitina descarboxilasa (ODC) entre un 12% y un
50% a concentraciones de 4 y 8 mg/mL respectivamente; la ODC es la primera enzima clave en la
biosintesis de poliaminas en la mayoria de organismos vivos desde bacterias hasta mamiferos;
cataliza la descarboxilacion de ornitina para producir putrecina; esta reaccion juega un papel clave
en la regulacion del metabolismo de poliaminas que esta estrechamente asociada con la progresion
del crecimiento, proliferacion y regeneracion celular por mecanismos que ain no se entienden
completamente (Rosas-Arreguin et al., 2008). Ademas de lo anterior existen estudios en los que se
reporta una gran variedad de metabolitos secundarios en la plantas de este género; motivo por el
cual se realizé el analisis fitoquimico del extracto metanolico de la corteza de B. aptera para

comprender la actividad anti-leishmanica que presentd el mismo (Zuiiiga et al., 2005).

Al realizar el analisis fitoquimico por CG-EM se encontr6 que algunos de los compuestos
presentes en el extracto presentan actividad anti-leishmanica; entre estos compuestos encontramos a
la podofilotoxina (Kirmizibekmez et al., 2011); el acido heptadecanoico, aislado de la esponja
marina Dragmaxia undata, se ha reportado que presenta actividad antiprotozoo contra L. donovani
(causante de leishmaniosis visceral) con un valor de Clsy de 165.5 = 23.4 uM e inhibe la enzima
DNA topoisomerasa IB de Leishmania (LdTopIB), sin dafiar la enzima de mamiferos DNA
topoisomeras IB, lo cual es el posible mecanismo de accion de este compuesto (Carballeira et al.,
2011); y la piranona, la cual ha mostrado tener actividad in vitro contra diferentes especies del
género Leishmania, por ejemplo la argentilactona que es una piranona natural presenta actividad
contra promastigotes de L. mexicana a una concentracion de 5 pg/mL y que a una concentracion de
10 pg/mL presenta un marcado retardo en el crecimiento de los promastigotes de este parasito; los

cuales son incapaces de proliferar y mueren en un periodo de dos a tres dias (Wilson y Jairo, 2011).

Por otra parte entre los compuestos presentes en el extracto de B. aptera se encuentran algunos
metabolitos secundarios reportados como inductores de apoptosis. La apoptosis o muerte celular
programada es un, controlado y hasta cierto punto reversible, proceso de desintegracion celular que
usualmente no genera reacciones inflamatorias; aunque la comprension detallada de las vias de

sefializacion que componen la apoptosis es incompleta, este proceso es controlado por numerosas
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proteinas y complejos proteicos que cuando son activados por diversos factores desencadenantes
inician la activacion secuencial de los mecanismos efectores. La apoptosis es desencadenada por
dos vias principales de iniciacion de apoptosis, designadas como la via interna intrinseca mediada
por la mitocondria y la via externa extrinseca mediada por receptores (Fulda, 2010; Klener et al.,
2006) . En este estudio se encontré que el extracto metandlico de B. aptera induce un 20% de
apoptosis en promastigotes de L. mexicana. Dentro de los metabolitos secundarios que generan
apoptosis estdn la podofilotoxina que activa apoptosis en células BV-173, HL-60 y HepG2; esta
ultima presenta fragmentacion de DNA (Vasilev et al., 2005) y arresto celular en las fases G,y M
del ciclo celular (Liu et al., 2010; Qi et al., 2005); ademas incrementa la actividad de Bax y el nivel
de activacion de la caspasa-3 en este tipo de células (Qi et al., 2005); ambos son considerados
biomarcadores caracteristicos de la apoptosis (Liu et al., 2010). El mecanismo de accioén que sigue
la podofilotoxina es similar al que se ha descrito para el p-nonil fenol que también presenta

actividad sobre Bax y la caspasa-3 (Yen et al., 2012).

Los compuestos relacionados al kaureno son una familia tinica de diterpenoides que causan
apoptosis caspasa dependiente, incrementando la expresion de caspasa -8, -3 y un decremento en la
expresion de los genes anti-apototicos miR-21 y c¢-FLIP, o muerte celular por necrosis (Lizarte Neto
et al., 2013; Suzuki et al., 2004). Ademas se ha reportado que las saponinas esteroideas aumentan el
namero de células apoptoticas en linfocitos leucémicos B-CLL (Myszka et al., 2003), en nuestro
caso se encontré el spirost-20-en que es un compuesto que pertenece a esta familia de metabolitos
secundarios, el cual podria intervenir en la actividad anti-leishmanica al presentar esta actividad
entre sus propiedades. De igual forma se sabe que los acidos grasos libres (AGL) son modificadores
bioldgicos naturales que afectan numerosas funciones fisiologicas. Se ha encontrado que AGL
como el acido palmitico induce apoptosis en la linea celular de leucemia humana MOLT-4 (Harada
et al., 2002), en células testiculares de Leydig y que junto con el acido estearico inducen apoptosis
por la produccion de ceramida (Lu et al., 2003); ademas se sabe que el acido palmitico induce la
apertura del poro mitocondrial ciclosporina A, lo cual conduce a una caida del potencial de la
membrana mitocondrial lo que produce la liberacion de la sefial pro-apoptotica del citocromo ¢
(Belosludtsev et al., 2006). En contraste los acidos oleico y linoleico impiden la apertura de los
poros en la mitocondria intacta inducidos por el &acido palmitico, lo cual estd directa y
significativamente correlacionadas con el efecto de estos acidos grasos sobre la apoptosis inducida
por al 4cido palmitico, el cual induce dafio en el DNA de la células; ademas se ha observado que el
acido linoleico impide este dafio, ya que actia como un agente protector contra el estrés oxidativo,

en lugar de como una fuente de metabolitos mutagénicos (Beeharry et al., 2003; Belosludtsev et al.,

40| Contenido



Porfirio Alonso Ruiz Hurtado 2014
Actividad anti-leishmanica del extracto metanélico de Bursera aptera Ramirez

2006). A pesar de la actividad del acido oleico mencionada anteriormente, se ha demostrado que
este acido graso monosaturado induce apoptosis neuronal a través del mecanismo caspasa-3

independiente involucrado en la defosforilacion de Bad (Zhu et al., 2005).

Las plantas medicinales pertenecientes a la familia Burseraceae son especialmente conocida por
sus propiedades anti-inflamatorias; entre los miembros de esta familia se sabe que los arboles
pertenecientes al género Bursera producen resinas y exudados que son usados contra infecciones
bacterianas y como agentes anti-inflamatorios topicos (Carretero et al., 2008; Duwiejua et al., 1993;
Noguera et al., 2004; Zudiga et al., 2005). En el presente estudio se demostré que el extracto
metanodlico de la corteza de B. aptera presenta actividad anti-inflamatoria debido a que inhibe el
edema plantar generado por carragenina entre el 55.33% y el 63.55%, lo que coincide con otros
reportes de plantas del género Bursera que han sido estudiados, tal es el caso del extracto hexanico
de las hojas de B. simaruba el cual se mostr6 una fuerte actividad anti-inflamatoria con un 83% de
inhibicién del edema de la oreja inducido con tetradecanoilforbol acetato (TPA) comparable al
medicamento de referencia (fenilbutazona) y en el edema plantar inducido por carragenina donde
inhibi6 el edema en un 58.87%, mientras que la fenilbutazona lo inhibié en un 40%; ademas de que
el analisis fitoquimico del extracto mostrd la presencia de triterpenos y lignanos en este, a los cuales
se les atribuy¢ el efecto que presentd la planta (Carretero et al., 2008; Noguera et al., 2004); en
comparacion a nuestros resultados el efecto anti-inflamatorio que presentd el extracto de B.
simaruba es menor al que presenta B. aptera en el mismo modelo de inflamacion considerando que
el extracto metanolico de B. aptera inhibio6 el edema plantar en un 63.55% a una concentracion de
500 mg/kg; sin embargo, hay que considerar que la naturaleza de los extractos es diferente ya que
en B. simaruba se ocupd un extracto hexanico mientras que en el presente estudidé se ocupd un
extracto metanolico y por tanto los metabolitos secundarios obtenidos en ambos extractos son de
diferente naturaleza, ya que en el primer caso los compuestos que se extraen son de baja polaridad,
con respecto a los que se obtienen del extracto metanolico donde se obtienen compuestos altamente
polares; aun asi, a partir de la CG-EM que se realiz6 con el extracto de B. aptera se encontrd al
taraxasterol, que es un triterpeno pentaciclico con actividad anti-inflamatoria, debido a que inhibe la
produccion de 6xido nitrico (NO), prostaglandina (PGE,) (ambos son mediadores pro-inflamatorios
producidos por la activacion de macrofagos y juegan un rol critico en enfermedades inflamatorias),
TNF-a, IL-1B e IL-6 (que son citocinas pro-inflamatorias conocidas por contribuir al dafio tisular y
al fallo multiorgdnico; ademas son importantes iniciadores en la respuesta inflamatoria y
mediadores en el desarrollo de diversas enfermedades inflamatorias) y bloquea la via NF-kappaB,

que es uno de los mas importantes reguladores de la expresion de genes pro-inflamatorios (Zhang et
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al., 2012); y a la podofilotoxina, que se ha reportado como un compuesto anti-inflamatorio al
inhibir el desarrollo del edema plantar inducido por carragenina en un 66.3% (Guerrero et al.,

2013).

En un estudiéo donde se evalud la fraccion volatil de la corteza de ocho especies de burseras
mexicanas, entre ellas la fraccion volatil de B. aptera inhibié en un 10% el edema de la oreja
inducido con TPA, en contraste con la indometacina (la cual es un medicamento anti-inflamatorio)
que inhibid el edema en un 31.4%, adicionalmente se sabe que la fraccion volatil de B. aptera se
compone en un 94.6% de limoneno y en un 5.4% del diterpeno kaureno (Zuiiiga et al., 2005), el
cual bloquea la via NF-kappaB, (Hueso-Falcon et al., 2011) por lo que tiene el mismo mecanismo
de accion anti-inflamatoria del taraxasterol, lo que podria explicar la gran eficacia anti-inflamatoria
del extracto de B. aptera estudiado el este trabajo. Es importante resaltar que diversos compuestos
presentes en el extracto metanolico de B. aptera presentan actividad anti-inflamatoria como la
podofilotoxina, la cual presenta un porcentaje de inhibicion de edema plantar inducido por
carragenina muy similar al que presento el extracto estudiado, que como se menciond anteriormente
presentan un 66.3% y un 63.55% de inhibicion de la inflamacion respectivamente; las saponinas
esteroideas como el spirost-20-en que se encuentra presente en el extracto muestran actividad anti-
inflamatoria al inhibir la generacion de superoxido y elastasa, moléculas implicadas en el proceso
inflamatorio (Huang et al., 2013); y los acido grasos como el metil palmitato y el metil ester del
acido oleico (El-Demerdash, 2011; Harvey et al., 2010; Saced et al., 2012), los cuales siguen el
mismo mecanismo de accion que el descrito para el taraxasterol; también se sabe que el tert-
butilbisfenol activa las interleucinas anti-inflamatorias IL-4 ¢ IL-10 (Kwak et al., 2009; Shanu et
al., 2010). En contraste a los metabolitos secundarios antes mencionados, en el extracto de B.
aptera se encuentran compuestos que se han reportado presentan actividad pro-inflamatoria como el
acido estearico a través de la activacion del receptor Toll-like 4 (TLR4) que genera inflamacion
(Anderson et al., 2012); de la misma forma actia el acido palmitico, ademas de que estimula la
expresion de la interleucina pro-inflamatoria IL-6 (Jin et al., 2013; Laurenza et al., 2008);sin
embargo, se ha encontrado que el acido oleico es capaz de inhibir la actividad pro-inflamatoria del
acido estearico (Harvey et al., 2010); por otra parte, el p-nonil fenol incrementa los niveles de genes
y proteinas pro-inflamatorios como la expresion de NF-KappaB, TNF-a, y disminuye la expresion
endotelial del 6xido nitrico sintetasa (eNOS) un indicador anti-inflamatorio (Yen et al., 2012). Sin
embargo, cabe resaltar el hecho de que estos compuestos con propiedades pro-inflamatorias tienen
una baja abundancia en el extracto metandlico de B. aptera; por lo que su concentracion en el

extracto es menor al de los metabolitos secundarios reportados como agentes anti-inflamatorios.
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Es importante tener en cuenta que los estudios de la actividad anti-leishménica y generacion de
apoptosis del extracto metanolico de B. aptera se realizaron con modelos experimentales in vitro,
por lo que es necesario el realizar estos estudios sobre modelos experimentales in vivo; debido a lo
anterior surgid la necesidad de determinar la citotoxicidad del extracto y se encontré que este es
toxico, ya que a la menor concentracion evaluada (0.004 mg/mL) inhibio el 72.82% de macroéfagos
de la linea celular P-388, de acuerdo al criterio del INC (Geran et al 1972); lo que concuerda con la
citotoxicidad reportada para otras especies del género Bursera como el extracto etandlico de las
hojas de B. klugii que mostr6 actividad contra la misma linea celular probada con el extracto de B.
aptera y sobre células de carcinoma epidermoide humano de la nasofaringe (9KB) (Jolad et al.,
1977a); el extracto metanolico de tallos de B. graveolens que presentd actividad inhibitoria contra
células de fibroblastoma humano HT 1080 (Nakanishi et al., 2005); el extracto de éter de petroleo de
hojas de B. tomentosa el cual mostro citotoxicidad positiva contra las lineas de células tumorales
humanas Colo-205 y CSC-1595 (Robles et al., 2010); también se conoce de la presencia de la
podofilotoxina que es un lignano citotoxico que inhibe la polimerizacion de los microtiibulos; estos
son componentes importantes del citoesqueleto celular envueltos en la regularizacion de la
proliferacion celular, diferenciacion y apoptosis (Guerrero et al., 2013; Liu et al., 2010; Qi et al.,
2005; Vasilev et al., 2005); este compuesto se ha sefialado como el responsable del efecto
citotoxico en las ramas de B. permollis; en el exudado seco de B. morelensis y en el extracto
etandlico e hidroalcoholico de la corteza de B. fagaroides (Jolad et al., 1977b; Rojas-Sepulveda et
al., 2012; Velazquez-Jimenez et al., 2011; Wickramaratne et al., 1995). Lo anterior corrobora los
resultados obtenidos, ya que ademas de la podofilotoxina el andlisis fitoquimico del extracto
metanolico de B. aptera revelo la presencia de otros compuestos citotoxicos como son el spirost-20-
en que inhibe las lineas celulares cancerigenas de colon humano HCT-116 y HT-29 (Myszka et al.,
2003; Shwe et al., 2010; Timite et al., 2013); el p-nonil fenol (Xiao et al., 2011); el acido palmitico
que actua sobre células leucémicas humanas (Belosludtsev et al., 2006; Laurenza et al., 2008); el
kaureno que presenta actividad citotoxica significativa contra la linea celular de neuroblastoma
IMR-32 y contra las células tumorales humanas K-562 (Li et al., 2006; Thirugnanasampandan y
Jayakumar, 2009) y la piranona que presenta actividad sobre la linea celular de ratones leucémicos

P-388 (Wilson y Jairo, 2011). Lo que podria explicar su citotoxicidad sobre la linea celular P-388.

Debido a la citotoxicidad que presenta el extracto metandlico de B. aptera y a la presencia de
compuestos reportados como anti-tumorales (ya que inhiben el crecimiento de diversas lineas
celulares tumorales como las mencionadas en el parrafo anterior) abre la posibilidad de realizar y

evaluar la actividad anti-tumoral de este extracto, pues se han reportado otras burseras que
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presentan este efecto, tal es el caso de B. tonkinensis, B. schelechtendalii y B. microphylla las cuales
presentan podofilotoxina en su composicion fitoquimica, por lo que sefialan a este compuesto como
el principal agente anti-tumoral dentro de estas plantas (Bianchi et al., 1968; Cole et al., 1969;

Jutiviboonsuk et al., 2005; McDoniel and Cole, 1972; Trumbull and Cole, 1969).

Conclusiones

En el presente estudio se encontrd que el extracto metanolico de la corteza de B. aptera presento
actividad anti-leishmanica, la cual es inducida por apoptosis en los promastigotes de L. mexicana, lo
que coincide con otros reportes de actividades similares de especies pertenecientes al género
Bursera, ademas de que los compuestos caracterizados por CG-EM presentes en el extracto nos
muestran indicios de que el mismo probablemente induce apoptosis por medio de la via intrinseca.
También se corrobord la actividad anti-inflamatoria y la citotoxicidad del extracto; ambas
actividades fueron explicadas con respecto a los metabolitos secundarios presentes en el mismo,;
entre los compuestos que presento el extracto se destaca la presencia de la podofilotoxina debido a
que este lignano exhibe todas las propiedades evaluadas en el presente estudio, lo que abre la
posibilidad de seguir otras lineas de investigacion con el extracto, por lo que se sugiere la
evaluacion de la actividad anti-tumoral del mismo, asi como evaluar por medio de modelos

experimentales in vivo la actividad anti-leishmanica del extracto metanolico de B. aptera.
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Apéndices

Apéndice 1. Género Lutzomyia.

Los flebotomineos son dipteros pequefios hematdfagos holometdbolos reconocidos como
insectos vectores de los agentes etioldgicos de la leishmaniosis, estomatitis vesicular, bartonelosis
de importancia en la salud publica y veterinaria. Las especies de Lutzomyia tienen actividad
crepuscular y nocturna (desde las 16:00 hasta las 07:00 horas del dia siguiente), aunque también
pueden activarse durante el dia cuando se ingresa a los lugares donde ellos reposan. Ambos sexos
vuelan planeando en desplazamientos, generalmente cortos. Poseen un ciclo bioldgico terrestre no
sometido a corrientes de aire; afectan su actividad factores relacionados con el calor o el frio y las
temporadas de lluvia o sequia. Las hembras muerden cuando la temperatura oscila entre 25 y 28 °C
y la humedad se encuentra entre 88 y 95% aunque esto puede variar, segun la especie y la
adaptacion de estas al medio. Las hembras buscan lugares ricos en nutrientes para realizar su
ovoposicion, que comunmente puede ser de 40 huevos por ovoposicion, esto para las colonias de

laboratorio; desarrollandose en larvas entre cuatro a 20 dias (Almanza y Martinez, 2008).

Estadios

Los conocimientos sobre los estadios inmaduros de las especies de Lutzomyia se derivan de
individuos adaptados y criados en el laboratorio. Las variables ambientales Optimas son: 80-85%
de humedad relativa, 21-27 °C de temperatura; en general presentan 4 estadios que son: huevo,

larva, pupa y adulto.

Huevo

Son de forma eliptica y alrgados, miden entre 0.3-0.5 mm de largo y 0.1 mm de ancho (Figura 9
A). Tardan entre 30 a 60 dias antes de eclosionar. En el momento de la ovoposicion son de color
blanco, transcurrido un tiempo adquieren una coloracion obscura. Son fragiles y les afectan diversos

factores ambientles (Almanza y Martinez, 2008).

Larva

El cuerpo es de color blanco, mientras que la cabeza, el 16bulo caudal y la seta caudal son de
color café claro y pueden llegar a medir entre 0.4 y 0.6 mm. El exoesqueleto craneal no muestra una
sutura dorsal, los primeros segmentos antenales son largos; los segundos son casi de la misma
medida pero muestran una forma enroscada simulando un cabello (Figura 9 B). Durante el segundo
estadio el color es muy similar al primero y se pueden visualizar cuatro setas caudales con un

tamafio que alcanza al doble de la longitud del cuerpo (Figura 9 C). Para el estadio tres los cambios
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no son tan notorios, solo se puede observar un cambio en el tamaifio del cuerpo (Figura 9 D). En el
estadio cuatro (Figura 9 E) el tamafio del cuerpo alcanza entre 2.2 y 2.5 mm de longitud del cuerpo,
dos setas con una base prominente y redonda que se ubican a cada lado de la cabeza; también
presenta mandibulas claramente distinguibles; en el térax se ubican los 6rganos locomotores,
algunos poseen seudopodos, de igual manera tienen unas largas sedas en la parte caudal y se
encuentran en un solo nimero par en el primer estadio y en dos pares en los siguientes estadios

(Almanza y Martinez, 2008).

Pupa
Puede llegar a medir 3 mm de largo, son de color blanco al principio de la metamorfosis y luego

se tornan obscuras al momento de eclosionar (Figura 9 F). El periodo pupal puede durar entre 7 y 8

dias (Almanza y Martinez, 2008).

Adulto

Llega a medir entre 1 y 4 mm de longitud; presenta patas largas y finas, siendo el tercer par mas
largos que los otros dos, en el torax se insertan las alas lanceoladas que se mantiene levantadas en
reposo formando un angulo de 90 grados entre si; todo el cuerpo estd cubierto de pelos (Figura 9
G). Los machos se diferencian de las hembras por las estructuras anatdmicas presentes en los

ultimos segmentos abdominales que constituyen la genitalia (Almanza y Martinez, 2008).
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Figura 11. Estadios del ciclo de vida de Lutzomyia. Se muestran las fases de A) huevo; B) larva

uno; C) larva dos; D) larva tres; E) larva cuatro; F) pupa y G) adulto.

Apéndice 2. Familia Burseraceae (Rzedowski y Guevara-Féfer, 1992).

Son arboles o arbustos, provistos de resina y a menudo de aceite esencial; hojas alternas, por lo
general imparipinnadas, algunas veces bipinnadas, trifoliadas o reducidas a un sélo foliolo, los
foliolos laterales opuestos, comunmente sin estipulas; inflorecencias axilares o terminales,
basicamente cimosas, pero a menudo paniculadas, pseudoracimosas o fasciliculadas, o bien las
flores solitarias; flores casi siempre unisexuales (las plantas sueles ser dioicas o pligamo-dioicas),

pequefias, actinomorfas, 3 a 5 (6)-meras; caliz mas o menos cupiliforme, dividido en 3 a 5 (6)
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segmentos connados o casi libres, valvados, contortos o abiertos en botdn; pétalos 3 a 5 (6), rara
vez ausentes, libres o en pocos casos unidos para formar un tubo, contortos o valavados en botén;
estambres dispuestos en 1 o 2 vertilicios, del mismo nimero que las divisiones del caliz o mas
frecuentemente dos veces mas numerosas, por lo general estériles en las flores femeninas (que a
menudo dan la apariencia de ser hermafroditas), filamentos por lo comun libres, insertos debajo o
rara vez sobre el disco, anteras biloculares, longitudinalmente dehiscentes, disco anular o
cupuliforme, a veces inconspicuo; pistilol, el ovario stipero, 2 a 5-locular y de otros tantos carpelos,
placentacion axilar, 6vulos 2 por cada léculo, estilo corto o casi obsoleto, estigama 2 a 5-lobado;
fruto mas o menos drupaceo, el pericarpo por lo general carnoso, pero a menudo finalmente
dehiscente por medio de 2 a 5 valvas, huesos (endocarpios lignificados) 1 a 5, casi siempre
monospermos y con frecuencia cubiertos por un pseudoarilo; semillas sin endosperma, embrion por
lo comtn derecho. Familia de unos 20 géneros y mas de 600 especies, distribuidas en las regiones
calientes del mundo, con mayor diversidad en América tropical, en el norte y en el sur de Africa y

en Mlalasia.

Apéndice 3. Zona de colecta.

La especie B. aptera se colectd en el poblado de San Rafael, municipio de Coxcatlan, que se
localiza al sureste de Tehuacan, en el valle de Tehuacan-Cuicatlan, entre 18°12° y 18°14” de latitud
norte, asi como 97°07° y 97°09’ de longitud oeste (Figura 10), con un rango de altitud de 957 a
1400 msnm.
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Figura 12: Ubicacion geogréfica del poblado de San Rafael Coxcatlan, Puebla.

Clima

El clima es de tipo Bs (h’) W’’ (w) de acuerdo con la clasificacion de Koeppen, modificado por
Garcia (1981), el cual corresponde a un tipo seco o arido con lluvias en verano y temperatura media
anual de 22°C, que varia entre 25°C en abril y mayo, y 18°C en enero (Medina, 2000). Valiente
(1991) calcula una precipitacion anual de 364.6 mm para lazona; cerca de los 386.57 mm registrada
en 1988 en la estcion climatica Tilapa, situada a 3.25 Km al sur de la zona de estudio. En 1998 los
763.7 mm de precipitacion duplicaron el promedio anual, concentrandose en los meses de junio a

noviembre.

Hidrografia

El sureste de Puebla se encuentra irrigado por el Rio Salado. La parte sur del Valle de Tehuacan-
Cuicatlan es drenado por el Rio Grande o Tomellin, que fluye al norte desde Oaxaca; uniéndose
cerca de Quitepec los dos forman el Rio de Santo Domingo, el cual corta la Sierra Madre de Oaxaca

en direccion este y eventualmente se vuelve el Rio Papaloapan. El Rio Tehuacan encuentra su
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camino al oeste del Cerro Colorado, para entrar en el Valle de México cerca de San Diego, Chalma.
Este pequenio rio el cual se convierte en el Rio Salado, se une por un nimero de cortas

ramificaciones hasta alcanzar la Sierra Madre de Oaxaca en el noreste (Salacedo-Sanchez, 1997).

Edafologia

El origen del suelo data del periodo Cuaternario, era Cenozoica. Los suelos en las regiones estan
pobremente desarrollados y pueden ser divididos en dos grandes tipos: regosoles,
predominantemente calcareos y regosoles éutricos y xerosoles, predominantemente xerosoles

hapilicos.

Vegetacion

La vegetacion predominante es un bosque tropical caducifolio, donde Escontria chiotilla (F.A.C.
Weber) Rose y Pachycerus weberi (J. Couleter) Backeberg son particularmente abundantes
(Valiente-Banuet et al., 2000).

Fernandez (1999), reconocio por nivel topografico los siguientes tipos de vegetacion en San
Rafael: Cordonal de P. weberi, que se caracteriza por el predominio de cacticeas columanres

(cardones).

Chiotillal de E. chiotilla, en el nivel proximo al cauce del rio, sobre niveles de terreno de 0.7 a

1.5 m por encima del nivel basal de esta region, con una alta densidad arbustiva.

Cuajiotal con especies dominantes como Bursera morelensis Ramirez, Mimosa polyantha
(Brandegee), Fouqueiria formosa (Kunth), asi como arbustos y hierbas como Sanvitalia fructicosa

(Helms), localizada aproximadamente a 1.5-3.5 m por encima del nivel basal.

Fouqueria con especies dominantes como F. formosa, Bursera aptera (Ramirez), M. polyantha,
Ceiba parvifolia (Rose), Manihotoides pasifora (Brandegee), Senna wisliseni (DC), M. Luisiana

(Brandegee) y S. furcticosa.

En un estudio etnobotanico realizado en San Rafael (Rosas, 2003), se determin6 un total de 374
especies pertenecientes a 249 géneros y 87 familias botanicas, de las cuales 368 especies fueron
registradas con uno o mas usos (18% son usadas como plantas medicinales). Las familias con un
mayor nimero de especies fueron Ateraceae, Cactaceae, Solanaceae, Araceae y Euphorbiaceae, que

corresponden a las familias mas representativas del Valle de Tehuacan-Cuicatlan.
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Poblacion

La comunidad de San Rafael, es relativamente joven. Se fund6 a principios del siglo XX y

cuenta con 298 habitantes (151 mujeres y 147 hombres) (Secretaria de Salud, 2001). La mayor parte

de la poblacion actual es nativa de San Rafael y la actividad eco ndmica mas importantes es la

agricultura, cuyo principal ingreso proviene del cultivo de la cafia de azicar. También se dedican a

la cria de ganado caprino, la recoleccion de frutos, semillas, lefia y madera para diversos fines

(Rosas, 2003).

Apéndice 4. Citometria deFlujo.

1.

Inducir apoptosis en las células usando el método deseado. Preparar un control negativo e

incubar las células en ausencia del agente inductor.
Cosecha de las células después de la incubacion y lavar con PBS.

Preparar 1X buffer de union a anexina. Por ejemplo para 10 ensayos, agregar 1 mL 5X

buffer de union a anexina (componente C) con 4 mL de agua desionizada.

Preparar una solucién de trabajo de 100 ug/mL de PI por dilucion 5 pL sobre 1 mg/mL de

solucion stock de PI (componente B) en ul 1X de buffer de uniéon a anexina.

Recentrifugar las células lavadas (del paso 2) deseche el sobrenadante y resuspenda las

células en 1X buffer de union a anexina.

Agregue SuL de FITC anexina V (componente A) y 1 puL de la solucion de trabajo de PI 100
pug/mL (preparado en el paso 4) para cada 100 pL de células en suspension.

Incubar las células a temperatura ambiente por 15 minutos.

Después del periodo de incubacion, agrega 400 puL. de 1X buffer de unién a anexina, mezclar

suavemente y mantener las muestras en hielo.

Tan pronto como sea posible, analice las células tefiidas por citometria de flujo, midiendo la
emision de fluorescencia entre 530 nm-575 nm. La poblacion debe separarse en tres grupos:
células vivas se mostraran solo a bajos niveles de fluorescencia, células apoptoticas

muestran fluorescencia verde y células muertas muestran fluorescencia roja y verde.
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Apéndice 5. Tincion de Cristal Violeta (Badisa et al 2003).

1.

Se elimina el medio de la placa de cultivo de 46 pozos sacudiéndola, después de lo cual

se lava dos veces suavemente con PBS 1X estéril.
Con 50 pL de glutaraldehido 1.1% por 5 minutos se fijan las células.

Se retira el resto de glutaraldehido y selava suavemente dos veces con PBS 1X estéril y

se agregan 100 pL de solucion de Cristal Violeta a todos los pozos.

Se incuba de 10 a 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad y se elimina el

exceso de colorante sacudiendo la placa.

Nuevamente se lava la placa con solucion salina o PBS 1X. con 50 pL de acido acético
al 10% se solubilizan las células y se procede a leer en un lector de ELISA a una

longitud de onda de 595 nm.
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