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RESUMEN
Las especies del género Bursera tienen una gran diversidad en México y son de gran

importancia dentro de la medicina tradicional mexicana. En investigaciones previas, se ha
demostrado que los extractos de las cortezas de las especies B. arida, B. morelensis y B.

aptera tienen una gran actividad antibacteriana y antifungica.

La meningoencefalitis amebiana primaria, es una enfermedad producida por la amiba de
vida libre Naegleria fowleri y es considerada actualmente como un problema de salud
publica. El Unico agente anti-Naegleria del que se tiene evidencia, es el antifungico
Anfotericina B, el cual es eficiente contra la amiba pero produce efectos secundarios que
pueden ser letales., por lo que la busqueda de alternativas para el tratamiento de esta

enfermedad es de gran importancia.

Al estar comprobado que los extractos de las cortezas de B. aptera, B. morelensis y B.
arida, tienen actividad antiflingica, se cree que pueden ser efectivos contra N. fowleri, por
lo que el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto amebicida de los extractos

metandlicos de B. aptera, B. morelensis y B. arida sobre N. fowleri.

Los extractos fueron obtenidos mediante la técnica de maceracién. El efecto in vitro sobre
N. fowleri y la citotoxicidad de los mismos, fueron evaluados mediante la técnica de
viabilidad celular de cristal violeta. Se evalué el efecto apoptético de los extractos y se

determiné la composicidn quimica de estos mediante HPLC y GC-MS.

Las 3 especies tuvieron efecto in vitro sobre N. fowleri, siendo B. arida |la que obtuvo la
menor Clsq. B. morelensis no presentd efecto citotdxico, mientras que los otros 2
extractos si. Los 3 extractos presentaron un efecto apoptético, siendo B. morelensis la
especie con mayor porcentaje de células en apoptosis. La composicidn quimica de los 3

extractos resulto ser diferente.

Se ha reportado que algunos de los compuestos encontrados en los extractos, presentan
actividad bioldgica, como propiedades medicinales, antibacterianos, antimicdticos,

antiparasitarios, anti-inflamotrios, proapoptéticos y anticancerigenos entre otras. Es



probable que la actividad de los extractos sobre N. fowleri, se deba a la presencia de

algunos de estos compuestos.



INTRODUCCION

Amibas de vida libre (AVL)

Las amibas de vida libre (AVL) son protozoos que se encuentran en todo tipo de ambiente
y su distribucién es cosmopolita, ocupando un lugar importante en la cadena alimenticia y
las comunidades naturales donde hay agua, alimentandose de bacterias, hongos, algas y
otros protozoos [1,2].

Viven principalmente donde hay agua, pudiéndoseles encontrar en estanques, rios,
arroyos, lagos, piscinas, sistemas de tratamiento de agua residual, corrientes subterraneas
e incluso agua entubada y embotellada [2,3]. Las temperaturas elevadas favorecen su
proliferaciéon, principalmente de las AVL potencialmente patdgenas, por lo que se les
encuentra comunmente en aguas termales, naturales y en aguas contaminadas
térmicamente por descargas industriales [4,5].

Las AVL son organismos unicelulares, asexuales y de dimensiones variables. Pueden estar
desnudas o cubiertas por una testa y se desplazan mediante pseuddpodos, los cuales
también utilizan para fagocitar [6]. Su mecanismo de proteccién ante los cambios
ambientales es |la formacidn de quistes, de esta manera pueden sobrevivir a la ausencia de
humedad, cambios extremos de temperatura, presién, pH, falta de oxigeno, acumulacién
de desechos metabdlicos, escasez de alimento o algun otro factor adverso [7,8].

Las AVL pueden llegar a los cuerpos de agua, alimentos y heridas superficiales en forma de
quiste. En los cuerpos de agua, viven adheridas a particulas flotantes, en la columna de
agua o en sedimentos, o bien pueden desprenderse de ellos en forma de aerosoles. Los
cuerpos de agua que tienen temperaturas estables por arriba de los 35°C son lugares
ideales para la sobrevivencia y el desarrollo de las especies patdgenas [9].

Al ser habitantes comunes de los suelos, juegan un papel importante dentro del ciclo de
los nutrientes, ya que estimulan el incremento en la tasa de transformacion bacteriana del
fésforo y del nitrégeno a formas aprovechables para las plantas, lo que produce una
mayor produccion de biomasa vegetal [10,11].

En su forma de quiste, las amibas pueden ser acarreadas por el viento a través de grandes

distancias, incluso entre continentes [12].



La distincidn entre los protozoos parasitos y los de vida libre estd claramente definida,
quedando facilmente dentro de una categoria o de otra. Algunas de las AVL son muy
inusuales, debido a que cruzan la linea que separa a los 2 grupos, e incluso son igual de
destructivas como cualquier otro protozoo parasito clasico. A diferencia de los parasitos
obligados, estos protozoos no estan bien adaptados para el parasitismo, ya que ellos casi
invariablemente matan a sus hospederos en lugar de evolucionar, como muchos otros
parasitos, a un estado en el cual sean capaces de obtener los nutrientes necesarios del
huésped sin llegar a causar la muerte del mismo [13].

A las amibas que pueden vivir en el ambiente y como endoparasitos, se les ha dado el
término de anfizoicos (del griego amphi, que significa “ambos lados”) [14,15].

Las AVL raramente infectan al ser humano, sin embargo, ya sea que el individuo se
encuentre en condiciones normales o inmunocomprometido, el desarrollo de una
infeccion amebiana del sistema nervioso central, es casi siempre fatal [16].

Entre los muchos géneros de AVL que existen en la naturaleza, solamente los miembros
de 4 géneros estan asociados con enfermedades humanas: Acanthamoeba, Balamuthia,
Sappinia y Naegleria [17]. Estos organismos son Unicos, ya que a diferencia de otros
protozoos patégenos, se desconocen vectores, estadios que se presenten sélo cuando el
humano sea portador y porque hay una relacién muy pequefia entre estados pobres de

sanidad y su transmisidon [18].

Hay 4 sindromes clinicos causados por las AVL antes mencionadas que afectan a los
humanos: 1) Queratitis amebiana, 2) Encefalitis amebiana granulomatosa, 3) Enfermedad
amebiana granulomatosa diseminada y 4) Meningoencefalitis amebiana primaria, siendo

esta ultima la enfermedad producida por Naegleria fowleri [16].

De las aproximadamente 40 especies de amibas pertenecientes al género Naegleria,
solamente la especie N. fowleri, produce la Meningoencefalitis amebiana primaria [19];
aungue se han encontrado cientos de infecciones producidas por estas amibas, sdlo unas
cuantas personas han sobrevivido, a causa del retraso en el diagnéstico producido por la
falta de conocimiento y al tratamiento empirico, que se debe a la falta de un tratamiento

Optimo [20].



Naegleria fowleri

N. fowleri es un ameboflagelado de la familia Vahlkamphidae [21] que ha sido aislada de
muestras de albercas con agua clorada, lagos, aguas termales, depdsitos de agua
domésticos, aguas contaminadas térmicamente, aguas residuales, suelo, aire, sistemas de

humidificacion, cultivos celulares y de las cavidades nasales y garganta de humanos [7].

Son mas susceptibles que otras AVL a las condiciones ambientales, por ejemplo a la
desecacion y a los niveles de pH extremos, y no pueden sobrevivir en agua marina, sin
embargo son termotolerantes, siendo capaces de sobrevivir a temperaturas mayores a

45°C [13].

Esta especie puede invadir a animales y al ser humano, siendo el trofozoito su estadio
invasivo, y tiene un periodo de incubacion variable entre los dos dias y las tres semanas,

dependiendo del tamafio del inéculo y la virulencia de las amibas [22].

La inhalacidn de agua, o mas raramente, de aire conteniendo amibas, pone en contacto a
estos microorganismos con el neuroepitelio olfatorio, constituyéndose de esta manera la
ruta de diseminacion de las amibas a otras partes del encéfalo y del espacio

subaracnoideo vascular [23,24].

Ciclo de vida

N. fowleri consta de tres estadios durante su ciclo de vida en el ambiente: [17,25]:

e Trofozoito, o forma vegetativa, que es la fase del ciclo en la que se alimenta y
reproduce.

e Quiste, que es la forma de resistencia.

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

tiempo regresa a la fase troéfica [7,13].

A los trofozoitos se les conoce como amibas limax, y son alargadas y se mueven de
manera unidireccional por medio de un pseuddpodo eruptivo, llamado lobdpodo; el
nucleo posee un denso y esférico nucléolo central o cariosoma y una membrana nuclear

sin cromatina granular. El trofozoito de N. fowleri en movimiento mide en promedio 22
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pum de longitud; en forma inactiva, redondeada, mide de 9 a 15 um de didmetro (Figura 1)

[26]. La reproduccidn es por fision binaria de este estadio [24].

Figura 1.- Trofozoito de Naegleria fowleri

El trofozoito se transforma en el flagelado, generalmente con dos flagelos en la regién
anterior (Figura 2), cuando la concentracién iénica del medio ambiente cambia [17]. Tiene
una longitud entre 10 a 16 um. Se cree que el flagelado juega un papel en la dispersion de

las amibas en su habitat natural de suelo o agua.

El quiste de N. fowleri (Figura 3) es su estructura de resistencia; es esférico, con un
didametro de 7 a 15 um [25]. El trofozoito se transforma en quiste cuando el alimento es

escaso y/6 cuando las condiciones de crecimiento se vuelven adversas [13].



Figura 2.- Estadio flagelar de Naegleria fowleri

Figura 3.- Quiste de Naegleria fowleri

N. fowleri es un microorganismo de importancia médica, debido a que es el agente causal

de la meningoencefalitis amebiana primaria (MEAP).

Meningoencefalitis Amebiana Primaria (MEAP)

La MEAP es una enfermedad aguda, rapidamente progresiva y fatal, y puede llegar a
producir la muerte del ser humano en una semana después de la infeccion [27]. La
mayoria de los casos, ocurren en los meses calurosos de verano, en los que grandes
grupos de personas pueden ser encontrados nadando, buceando o realizando alguna
actividad acuatica en lagos, albercas mal cloradas y otros cuerpos de agua en los que la

amiba pueda ser encontrada [28].



N. fowleri no es considerada como un patdgeno oportunista, generalmente la infeccion

(MEAP) se presenta en nifios y adultos jovenes inmunolégicamente sanos [17,28].

La infecciéon es adquirida por realizar actividades en cuerpos acudticos como los
mencionados anteriormente. Los trofozoitos, los quistes, e incluso los flagelados [29]
presentes en el agua, entran a las fosas nasales, penetran el epitelio nasal y migran a
través de los nervios olfatorios al cerebro [30]. En los bulbos olfatorios, N. fowleri induce
una intensa respuesta inflamatoria, asociada con necrosis litica y hemorragias [28]. Esto se
debe en gran parte, a la formacién de amebostomas (apéndices como ventosas) que

comen y destruyen los tejidos [31].

Los pacientes que presentan MEAP son dificiles de diagnosticar debido a que no hay una
caracteristica clinica que distinga la meningoencefalitis amebiana de otras, como es el
caso de la meningoencefalitis bacteriana [20,28,32]; por lo tanto, la atencién clinica y el

conocer si el paciente ha estado expuesto a cuerpos de agua dulce son importantes [28].

Los signos y sintomas de la MEAP consisten en presién intracraneal elevada (ndusea,
vomito en proyectil y fotofobia), cefalea intensa, irritacién de la mucosa nasal, fiebre,
datos de irritacion meningea (rigidez de nuca) y encefalitis. El curso clinico se caracteriza
por confusidon mental, en algunos casos crisis convulsivas; pérdida de apetito, visién doble
y/o borrosa, trastornos del gusto, del olfato y alucinaciones, coma profundo y finalmente
la muerte. La mayoria de los pacientes mueren dentro de la primera o segunda semana
después de la apariciéon de los primeros sintomas, dependiendo del manejo y resistencia

del paciente, asi como la virulencia de las amibas [24].

Durante la MEAP los hemisferios cerebrales y el cerebelo muestran edema y una gran
congestiéon. El bulbo olfatorio y los coértices orbitofrontales presentan necrosis y
hemorragia. El exudado fibrinopurulento es usualmente escaso. Histoldgicamente los
trofozoitos se encuentran rodeando los vasos sanguineos dentro de los espacios de
Virchow-Robin con un nimero reducido de leucocitos polimorfonucleares. Generalmente

no se encuentran quistes en los tejidos [33].



El diagndstico definitivo de la MEAP esta basado en la deteccion al microscopio 6ptico de
los trofozoitos en muestras de liquido cefalorraquideo o en tejido cerebral. La movilidad
de los trofozoitos se observa a través del microscopio de luz, de campo obscuro o de
contraste de fases. Las muestras tefiidas con Giemsa o Wright muestran la forma tipica del
trofozoito. El  diagnéstico también puede realizarse utilizando  técnicas
inmunohistoquimicas como inmunoperoxidasa e inmunoflourescencia con anticuerpos

anti-Naegleria [34].

La MEAP es una enfermedad fulminante y casi invariablemente fatal en cuestion de dias;
como la enfermedad tiene un tiempo de incubacién corto y sigue su curso clinico entre
siete y diez dias, el rdpido diagndstico y la iniciacion de un tratamiento antimicrobiano son

criticos para que el paciente sobreviva [30].

Tratamiento

Hasta el momento no existe un tratamiento satisfactorio para la MEAP. Los antibidticos
usados para tratar la meningitis bacteriana no son efectivos en una infeccién por
Naegleria, al igual que los fdrmacos que se usan generalmente como antiamébicos. La
anfotericina B (AMB), una droga considerablemente tdxica, es el Unico agente anti-
Naegleria del cual se tiene evidencia de su efectividad en el tratamiento de esta infeccion

[35].

Esta droga es un polieno que actua sobre la membrana plasmatica perturbando su
permeabilidad selectiva y causando poros y por ende, fuga de los componentes celulares
[36]. Cuando la amiba es expuesta a la AMB, se redondea y es incapaz de formar

pseuddpodos.

El problema del uso de la AMB, no radica entonces en su eficacia, sino en su alta toxicidad,
ya que se ha reportado que produce dafio renal principalmente, el cual generalmente
resulta irreversible y puede evolucionar a una insuficiencia renal, ademas de que ocasiona

otros dafios, como insuficiencia hepatica aguda y alteraciones hematopoyéticas [37].



Hasta 2011, solamente hay 235 casos reportados en el mundo de MEAP, por lo que la
enfermedad es considerada rara; sin embargo, es casi siempre fatal, sélo cerca del 5% de
los pacientes han logrado sobrevivir, y afecta principalmente a nifios y jévenes, por lo que
es un problema de seriedad para la salud publica [32]. Tomando en cuenta lo anterior, se
hace necesaria la busqueda de nuevas combinaciones de farmacos o incluso la prueba de
nuevos compuestos que ofrezcan una alternativa al uso de la AMB tanto en eficacia como

en la disminucién de los efectos colaterales.

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

un gran porcentaje de la poblacién mundial [38].

Plantas medicinales

La medicina tradicional es una realidad presente en todo el mundo. Como su nombre lo
indica, forma parte del patrimonio cultural de cada pais y emplea practicas que se han
transmitido de una generacién a otra desde antes del desarrollo de nuestra medicina

actual [39].

Las plantas medicinales son el principal recurso terapéutico de la medicina tradicional
mexicana. La diversidad biolégica y cultural que caracteriza a nuestro pais, se funden en
una variedad de conocimientos y practicas populares que es necesario valorar, rescatar y

desarrollar cientificamente en beneficio de la salud [40].

Las plantas medicinales segin definicion de la Organizacion Mundial de Salud es “toda
especie vegetal en la que toda o una parte de la misma estd dotada de actividad
farmacoldgica”. La actividad bioldgica reside en uno o un conjunto de compuestos
guimicos que se encuentran en los tejidos de la planta llamados metabolitos secundarios

[41].
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Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios que producen las plantas, en su mayoria no participan

directamente en el crecimiento y desarrollo de esta [42]. Algunos de ellos, son

responsables de los olores y colores caracteristicos de los vegetales; otros proporcionan a

la planta sus virtudes culinarias, medicinales o tdxicas [43]. Muchos de estos metabolitos,

se sabe que son atrayentes de polinizadores, algunos otros confieren caracteristicas

alelopdticas, otros protegen a las plantas contra herbivoros, de infecciones microbianas,

etc.; no se distribuyen de manera uniforme por toda la planta, pues se concentran

preferentemente en las flores, hojas o raices, aunque en algunas ocasiones también se

pueden encontrar contenidos en semillas, frutos y corteza [44].

En general, las caracteristicas de los metabolitos secundarios son:

No tener funciones metabdlicas directas aparentes

Ser importantes para la supervivencia e interaccién con el entorno

Presentar diferente distribucién en el reino vegetal

No ser clasificados como secundarios basandose en su estructura, ruta biosintética

o tipo de distribucién [45].

Los metabolitos secundarios se pueden dividir en 3 grandes grupos, con base a sus

origenes biosintéticos:

COMPUESTOS FENOLICOS (fenilpropanoides y derivados): Los mas de 8,000
compuestos fendlicos que se conocen estan formados o bien por la via del acido
shikimico o bien por la via del malonato/acetato. Este grupo también juega una
variedad muy heterogénea de roles en las plantas, muchos son productos de
defensa contra herbivoros y patdgenos, otros proveen soporte mecanico a la
planta, otros atraen polinizadores o dispersores de frutos, algunos de ellos
absorben la radiacion ultravioleta, o actian como agentes alelopaticos [46].
Dentro de este grupo se encuentran los fenoles, quinonas, flavonas y flavonoides,

de los cuales se sabe tienen actividad bactericida para Pseudomonas, inhiben el
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crecimiento in vitro de Vibrio cholerae, Streptococcus y otras bacterias, actividad
antiviral y astringente, entre otras propiedades bioldgicas [47].

ALCALOIDES (compuestos nitrogenados): Los alrededor de 12,000 alcaloides que se
conocen, que contienen uno o mas atomos de nitrégeno, son biosintetizados
principalmente a partir de aminodacidos. Los alcaloides poseen una gran diversidad
de estructuras quimicas. Son fisioldgicamente activos en los animales, aln en bajas
concentraciones, por lo que son muy usados en medicina [46]. Se ha reportado
que tienen efecto contra parasitos como Giardia, Entamoeba, Trypanosoma y
Plasmodium [47].

TERPENOS: Todos los terpenos, tanto los que participan del metabolismo primario
como los mas de 25,000 metabolitos secundarios, son derivados del compuesto
IPP (Isopentenil difosfato o 5-carbono isopentenil difosfato) que se forman en la
via del acido mevaldnico. Es un grupo grande de metabolitos con actividad
bioldgica importante. Estan distribuidos ampliamente en las plantas y muchos de
ellos tienen funciones fisioldgicas primarias. La distribucién de unos pocos de ellos
en las plantas es mas restringida, como los que forman los aceites esenciales, entre

otros [46]. Son activos contra bacterias, virus, hongos y protozoarios [47].

La actividad bioldgica de estos metabolitos secundarios, muchas veces coincide con una

actividad farmacolégica en los seres humanos [42,48].

Un ejemplo de plantas medicinales que contienen estos metabolitos secundarios, son las

pertenecientes al género Bursera, de las cuales se ha determinado que su composicion

guimica esta constituida principalmente por terpenos [49].

Antecedentes

Las especies del género Bursera, que han sido reconocidas como un género de importante

diversidad en México [50], se les atribuyen algunos usos medicinales, ya que la resina que

exudan algunas especies la utilizan como antiséptico para curaciones dentales, en heridas

de la piel como cicatrizante y contra enfermedades respiratorias [51,52].
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De las especies B. arida, B. morelensis y B. aptera (Apéndice 2), en investigaciones previas,
se ha demostrado que los extractos de las cortezas y los aceites esenciales tienen una gran
actividad antibacteriana y antifingica [53-55].

Como se menciond anteriormente, la MEAP es considerada actualmente como un
problema de salud publica, y existe una problemdtica con el tratamiento de esta
enfermedad al ser tratada con AMB (antimicdtico) debido a su alta toxicidad, por lo cual
es importante buscar alternativas que sean eficaces pero que reduzcan los dafios
colaterales.

Es importante mencionar que actualmente, B. aptera, B. morelensis y B. arida son parte
de un proyecto integral (realizado en los laboratorios de Farmacognosia, FES lztacala,
UNAM, e Inmunobiologia, FES lztacala, UNAM), en el cual, ademds de caracterizar su
composicion quimica y validar cientificamente el uso que se les da en la medicina
tradicional, se han estudiado sus propiedades como antioxidantes, antibacterianas,
antimicoticas y antiparasitarias. Debido a lo mencionado anteriormente, y al estar
comprobada la actividad antifungica de los extractos metandlicos de estas 3 especies de
Bursera, estos fueron seleccionados como buenos candidatos para probar su efecto

contra trofozoitos de N. fowleri.

OBIJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

o Determinar el efecto amebicida de los extractos de B. aptera, B. morelensis y B.

arida sobre N. fowleri.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtener el extracto metandlico de las cortezas de B. aptera, B. arida y B.
morelensis mediante la técnica de maceracion.

e Evaluar el efecto in vitro de los extractos metandlicos de B. aptera, B. arida y B.
morelensis contra las amibas utilizando |a técnica de viabilidad celular de cristal

violeta.
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e Evaluar la citotoxicidad de los extractos en un ensayo con macréfagos utilizando la
técnica de viabilidad celular de cristal violeta.

e Evaluar el efecto apoptético de los extractos utilizando el kit FITC/Anexina V y
MitoProbe JC-1 de InvitrogenTM.

e Determinar la composicion quimica de los extractos metandlicos de B. aptera, B.
arida y B. morelensis mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria

de masas (GC-MS).

MATERIAL Y METODOS

Material Biologico

PLANTAS

La colecta de las tres especies de Bursera (B. aptera, B. arida y B. morelensis) se realizé a
finales del afio 2011 y principios de 2012 en la region de Tehuacdn-Cuicatlan, Reserva de

la Biosfera (Apéndice 1).
RATONES

Para reactivar la virulencia de las amibas se utilizaron ratones (Mus musculus) machos de
la cepa BALB/c de seis semanas de edad, obtenidos y mantenidos en el bioterio de la FES
Iztacala, UNAM, en un ambiente libre de patdgenos segin las normas nacionales e

institucionales.
AMIBAS

Las amibas que se utilizaron para probar el efecto de los extractos de B. aptera, B. arida y
B. morelensis, son de la cepa ATCC-30808, de la especie Naegleria fowleri (donadas por el

laboratorio de Conservacidon y Mejoramiento del Ambiente CyMA de la F.E.S Iztacala).
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Obtencion de los extractos metanodlicos

La obtencién de los extractos se llevdé a cabo por el método de maceracién [56]. El
material (ramas y corteza) fue pesado y colocado en trozos en un matraz con metanol,
para posteriormente obtener el extracto metandlico crudo que fue filtrado y destilado a
presién reducida en un rotavapor. El rendimiento del extracto se determind con

referencia de peso con relacion al peso seco de la planta.

Reactivacion de la virulencia de N. fowleri

La reactivacién de la virulencia de las amibas se realizd en 2 ratones anestesiados con
éter, a los que se les inocularon por via intranasal 2x10° trofozoitos de N. fowleri con una
micropipeta. Se tuvieron en observacion durante 7 dias aproximadamente, que fue el
tiempo durante el cual aparecieron los primeros sintomas y evoluciond la enfermedad,
tomando nota de los cambios que se presentaron durante ese tiempo y haciendo a los
ratones pruebas de reaccion a estimulos externos. Al momento de la muerte, se
extrajeron los cerebros para recuperar las amibas y cultivarlas.

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

mantuvieron en incubacién a 37°C para promover el crecimiento dptimo.

Curva patrén

Se realizé una curva patrdon en una placa de cultivo de 96 pozos en la que se colocaron
diferentes cantidades de trofozoitos de N. fowleri. Se ajustd la suspensiéon de amibas a 1
X10° en 200 pl y se agregaron al primer pozo. Se mezclaron las amibas del primer pozo
con la micropipeta entre 5 y 10 veces procurando no hacer burbujas. Se tomaron 100 ul y
se pasaron al segundo pozo. Se mezclaron las amibas del segundo pozo con la micropipeta
entre 5y 10 veces procurando no hacer burbujas. De este se tomaron 100 pl y se pasaron
al tercer pozo. Se repitid este procedimiento hasta llegar al pozo 12.

Posteriormente se incubd la placa a 37°C por 30 min. Se elimind el medio sacudiendo la
placa. Se lavé suavemente con solucién salina o PBS 1X estéril (dos veces). Se fijaron las

células con 100 pl de metanol por 30 segundos. Se retird el resto de metanol. Se
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agregaron 100 pl de solucién de Cristal Violeta a todos los pozos y se dejé incubar de 10 a
15 min a temperatura ambiente en oscuridad. Se eliminé el colorante, sacudiendo la
placa. Se lavd suavemente con solucidn salina o PBS 1X. Se solubilizaron las células
agregando 100 pl de SDS al 1% y finalmente la placa se leyd en el lector de ELISA a una
longitud de onda de 620 nm. Después se graficaron el nimero de amibas contra la

absorbancia obtenida.

Efecto in vitro de los extractos de B. aptera, B. arida y B. morelensis sobre N. fowleri
Para probar el efecto in vitro de los extractos de B aptera, B. arida y B. morelensis sobre N.
fowleri se realizé el siguiente ensayo: se recuperaron los trofozoitos de N. fowleri con PBS
y se realizd un conteo mediante cdmara de Neubauer. Se llevaron a cabo los ajustes
necesarios para tener una densidad de 30 mil trofozoitos en 100 uL. Se agregaron 100 uL a
cada pozo de 9 filas (3 por cada extracto) de una placa de cultivo.

Los extractos fueron diluidos con DMSO, para tener una concentracion de 40 mg/mL. Se
prepard un grupo control de trofozoitos de N. fowleri interactuando con la mdaxima
concentracion de DMSO utilizada (20 pL). No se observd ningun efecto sobre los
trofozoitos.

En otra placa de cultivo, se prepararon las diluciones del extracto de la siguiente manera:
el primer pozo tuvo 40 ulL del extracto y 160 pL de medio de cultivo. Los demds pozos de
la fila tuvieron 100 pL de medio de cultivo. Del primer pozo se tomaron 100 pL que se
afiadieron al siguiente pozo, se mezclaron y se tomaron otros 100 plL que se agregaron al
siguiente pozo; este proceso se repitié hasta terminar la fila; se realizé por triplicado para
cada extracto.

Una vez concluido lo anterior: Las diluciones de cada extracto se pipetearon y se
afiadieron a los pozos de la placa en la que se encontraban las amibas. Las placas de
cultivo se incubaron a 37°C por 24 horas. Posteriormente se lavaron suavemente con
solucién salina o PBS 1X estéril (dos veces). Se fijaron las células con 100 pl de metanol
por 30 segundos. Se retiro el resto de metanol. Se agregaron 100 pl de solucidn de Cristal
Violeta a todos los pozos y se dejaron incubar de 10 a 15 minutos a temperatura ambiente

en oscuridad. Se elimind el colorante, sacudiendo la placa. Se lavé suavemente con
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solucién salina o PBS 1X. Se solubilizaron las células agregando 100 pl de SDS al 1%. La
placa se leyd en el lector de ELISA a una longitud de onda de 620 nm.
Los valores que se obtuvieron se interpolaron en la curva patrén y se graficaron para

obtener el resultado del nimero de trofozoitos que soportaron la aplicacién del extracto.

Prueba de citotoxicidad de los extractos metanolicos de B aptera, B. arida y B.
morelensis

Para la prueba de citotoxicidad celular in vitro, se realizé la siguiente técnica:

La linea de macréfagos P388 de ratdn leucémico, fueron mantenidas en medio DMEM-F12
(Sigma), suplementado con suero fetal bovino al 10% (GIBCO) y 100 pug/mL de antibidtico
antimicotico (Anfotericina B). Las células se cultivaron en una incubadora con una

atmodsfera del 5% de CO; a 37°C. Las células se despegan utilizando Tripsina-Verseno 0.5%.

Se sembraron las células en una placa de cultivo de 96 pozos a una densidad de 15,000
células por pozo y se dejan incubando por 2 horas antes del tratamiento. Después de las 2
horas de incubacion, las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de los
extractos de B. aptera, B. arida y B. morelensis, (de 20 a 0.004 mg/mL), los ensayos se
realizaron por triplicado. Las placas fueron incubadas por 48h a 5% de CO, y 37°C. La
solucidn inicial del extracto fue obtenida disolviendo la concentracién requerida en DMSO.
Las diluciones siguientes para probar las diferentes concentraciones se realizaron

asegurandose que la concentracion final de DMSO en cada pozo no fuera superior al 1%

(v/v).

No se observo ningln efecto del DMSO sobre las células. Como control positivo se utilizé
Doxorubicina. Los pozos con células sin ningun tratamiento fueron considerados como
control negativo. Al final del periodo de incubacién, se evalué la viabilidad celular
mediante la tincién de Cristal Violeta, de la siguiente manera: se elimina el medio
sacudiendo la placa. Se lava suavemente con PBS 1X estéril (dos veces). Con 50 pl de
glutaraldehido 1.1 % por 5 minutos se fijaron las células. Se retiré el resto de
glutaraldehido lavando suavemente 2 veces con PBS 1X estéril y se agregaron 100 pul de

solucién de Cristal Violeta a todos los pozos. Se incubd de 10 a 15 min a temperatura
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ambiente en oscuridad y se elimind el exceso de colorante, sacudiendo la placa.
Nuevamente se lava suavemente con solucién salina o PBS 1X. Con 50 ul de acido acético
al 10% se solubilizaron las células y se procedié a leer en un lector de ELISA a una longitud

de onda de 620 nm.

Ensayos de apoptosis

Como se observé efecto de los extractos sobre N. fowleri, se realizaron los ensayos de
apoptosis con los kits FITC/Anexina V (para comprobar la presencia de procesos
apoptéticos) y MitoProbe JC-1 de Invitrogen™ (para probar un posible mecanismo de
apoptosis por cambios en el potencial de membrana mitocondrial) siguiendo los
protocolos experimentales descritos en los manuales de uso.

FITC/Anexina V. Se indujo apoptosis a las células con la aplicacidn de los extractos,
utilizando la CLsq. Se prepard un control negativo de células con ausencia de extractos. Se
cosecharon las células después del periodo de incubacién y se lavaron con PBS frio. Se
prepard 1X del buffer de unidon de Anexina. Después se prepararon 100 pg/mL de la
solucién de PI (Yoduro de propidio), al diluir 5 pL de la solucidn stock (componente B) en
45 uL del buffer de unién de Anexina 1X. Posteriormente, se centrifugaron las células
lavadas, desechando los sobrenadantes y después resuspendiendo las células en el buffer
de unidén de Anexina 1X. Se determind la densidad celular y se diluyeron en el buffer de
union de Anexina 1X, aproximadamente un millén de células por mL, preparando
suficiente volumen para tener 100 pL por ensayo. Se agregaron 5 pL de FITC Anexina V
(componente A) y 1 uL de los 100 pg/mL de Pl a cada 100 pL de la suspension celular. Se
incubaron las células a temperatura ambiente durante 15 minutos. Después se agregaron
400 pL del buffer de unién de Anexina 1X, se mezclé ligeramente y se mantuvieron las
muestras en hielo. Finalmente, se realizé el analisis de las células por citometria de flujo lo
mas pronto posible, midiendo la emision de fluorescencia a 530 nm y >530 nm. La
poblacién se dividid en 3 grupos: células vivas con sdlo un poco de fluorescencia, células

apoptéticas con fluorescencia verde y células muertas con fluorescencia verde y roja.
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MitoProbe JC-1. El polvo de JC-1 y el DMSO se llevaron a temperatura ambiente
antes del uso. Se prepard un stock de JC-1 de 200 uM inmediatamente antes de su uso, al

disolver el contenido de un vial en 230 uL de DMSO

Marcaje celular.- Por cada muestra, se suspendieron los trofozoitos de N. fowlerien 1 mL
de medio tibio, PBS u otro buffer, aproximadamente 1 millon de células por mL. Para el
tubo control, se agregd 1 puL de CCCP (provisto con el kit, concentracién final de 50 uM) y
10 pL de JC-1 200 uM (concentracion final de 2uM) y se incubaron las células a 37°C

durante 15 o 30 minutos.

Las amibas se lavaron una vez con PBS tibio. Se centrifugaron los tubos para obtener la
pastilla de células. Se resuspendid la pastilla suavemente y se agregaron 500 uL de PBS a

cada tubo.

Se analizaron las muestras por citometria de flujo a 480 nm de excitacion, utilizando los
filtros adecuados para los fluorocromos Alexa Fluor 488 y R-Ficoeritrina. Se utilizé la

muestra control de CCCP para realizar la compensacidn estandar.

Caracterizacion quimica de los extractos metandlicos de B. aptera, B. arida y B.
morelensis

El analisis de los extractos mediante la cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS) se realizé en un cromatodgrafo de gases HP 6890 acoplado a un
espectrometro de masas modelo HP 5973, equipado con el software Chemstation. La
identificacidon de los compuestos se llevd a cabo por medio de la base de datos Wiley 275.
Se utilizd una columna capilar HP-5 5% de fenil metil siloxano de 30 m de largo, 0.32 mm

de didmetro interno y pelicula de 0.25 pm.

Las condiciones de la cromatografia 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), interface
180°C. El tipo de inyeccidn fue split y la cantidad de muestra empleada fue de 2 pL de una

solucién de 1 mg de extracto en 1 ml de hexano grado HPLC. El gas de acarreo fue Helio.
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RESULTADOS

Rendimiento de los Extractos

De B. aptera, se obtuvieron 59.78 g de extracto metandlico crudo, que corresponden al
2.37% del rendimiento total, tomando en cuenta 2516 g de ramas y corteza a partir de la
cual se obtuvo el extracto; con respecto a B. arida, se obtuvieron 74.5 g de extracto
metandlico crudo, que corresponden al 18.54% del rendimiento total, tomando en cuenta
401.7 g de ramas y corteza a partir de la cual se obtuvo el extracto; para B. morelensis se
obtuvieron 236 g de extracto metandlico crudo, que corresponden al 19.66% del
rendimiento total, tomando en cuenta 1200 g de ramas y corteza a partir de la cual se

obtuvo el extracto (Cuadro 1).

Cuadro 1.- Porcentaje de rendimiento de los extractos metandlicos de B. aptera, B. arida y B.

morelensis.
PLANTA PESO SECO (g) % DE RENDIMIENTO
B. aptera 2516 2.37 (59.78 g)
B. arida 401.7 18.54 (74.5 g)
B. morelensis 1200 19.66 (236 g)

Evaluacion del efecto in vitro de los extractos metandlicos de B. aptera, B. arida y B.
morelensis.

Cuando los trofozoitos de N. fowleri interaccionan con diferentes concentraciones de los
extractos metandlicos de B. aptera, B. arida y B. morelensis (de 20 a 0.01 mg/mL), se
observa que en los 3 casos hay un efecto dosis-dependiente, es decir, que cuando

incrementa la concentracion de los extractos, la mortalidad es mayor.

La determinacion de la ClLsg se realizd haciendo una regresion no lineal e interpolando en
el modelo matematico, encontrandose que B. aptera, B. arida y B. morelensis tuvieron

efecto sobre N. fowleri.
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Las ClLso menores corresponden a B. arida y B. morelensis (0.031 y 0.038 mg/mL

respectivamente) y la mayor fue B. aptera, con un valor de 0.057 mg/mL (Figura 4).
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Figura 4.- Efecto in vitro de los extractos de B. aptera, B. arida y B. morelensis. Se obtuvo e |
modelo matematico mediante una regresion no lineal. El valor de R? en los 3 casos es mayor a
0.95.
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Evaluacién de la citotoxicidad de los extractos metandlicos de B. aptera, B. arida y B.
morelensis sobre la linea de macréfagos P388 de ratén leucémico

La citotoxicidad de los extractos se evalud determinando la Clso (Concentracion Inhibitoria
Media), que es la concentracién a la cual se inhibe la viabilidad celular del 50% de la
poblacion celular. Para considerar que un extracto tiene actividad citotdxica, se tomd
como parametro el criterio del NCI (Instituto Nacional de Cancer por sus siglas en inglés),
donde refiere que para que un extracto sea citotéxico, el valor de su Clso debe ser menor o

igual a 0.02 mg/mL, y para un compuesto puro, debe ser menor o igual a4 mg/mL [57,58].

Como se observa en la Figura 5, solamente B. morelensis no tiene actividad citotdxica
contra la linea celular de macroéfagos P388 de ratdon leucémico, ya que su Clsg fue de 0.238

mg/mL.

De manera interesante, B. aptera y B. arida, tienen una gran actividad citotéxica, ya que a
la menor concentracién utilizada en el ensayo (0.004 mg/mL), se obtuvo un 70% de

mortalidad.
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Figura 5.- Efecto citotéxico de los extractos metandlicos de B. aptera, B. arida y B. morelensis
sobre la linea de macrofagos P388 de ratdn leucémico. Se obtuvo el modelo matematico

mediante una regresion no lineal. El valor de R? en los 3 casos es mayor a 0.95.

Evaluacion del efecto apoptdtico de los extractos metandlicos de B. aptera, B. arida y B.
morelensis sobre N. fowleri

Mediante el andlisis de la externalizacién de la fosfatidilserina, se probd el efecto
apoptético de los extractos metandlicos de las cortezas de las tres especies de Bursera. El
extracto de B. morelensis fue el que provocé la mayor cantidad de apoptosis en los
trofozoitos de N. fowleri (28.95%). Tanto el extracto de B. aptera como B. arida, producen
apoptosis pero en porcentajes muy bajos (5.24% y 1.01% respectivamente) y la cantidad
de células observadas es muy pequefia (Figura 6). Es muy probable que estos dos
extractos provoquen otro tipo de muerte celular, como por ejemplo necrosis ya que

algunos de los componentes de estos extractos, como el acido estearico, clionasterol y
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lanosterol pueden estar relacionados con efectos de disrupcion de la membrana

plasmatica y de las membranas mitocondriales [59-61].

B. morelensis B. aptera B. arida
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Figura 6.- Efecto apoptoético de los extractos metandlicos de B. aptera, B. arida y B. morelensis

observado con el kit FITC/Anexina V de Invitrogen™ y analizado por citometria de flujo.

JC-1 es una molécula que presenta acumulacién dependiente del potencial de membrana
en la mitocondria. En células sanas, en las cuales el potencial de membrana mitocondrial
es alto, JC-1 forma espontdneamente agregados conocidos como “J-agregados”, los cuales
tienen una fluorescencia roja intensa. Por otro lado, en células que se encuentran en
apoptosis, en las que el potencial de membrana mitocondrial es bajo, JC-1 se mantiene en
forma monomérica, la cual muestra fluorescencia verde. Es decir, cuando las células se
encuentran sanas, la fluorescencia sera roja, mientras que en células apoptéticas, la

fluorescencia sera verde.

Como se observa en la figura 7, los extractos de B. aptera, B. arida y B. morelensis y la
AMB, indujeron apoptosis en los trofozoitos de N. fowleri al disminuir su potencial de
membrana mitocondrial, ya que la fluorescencia roja disminuyd y la verde incrementd con

respecto al grupo control.
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Figura 7.- Efecto apoptdtico de los extractos metandlicos de B. aptera, B. arida y B. morelensis
observado con el kit MitoProbe JC-1 de Invitrogen™ y analizado por citometria de flujo. Con
flechas se indica la direccion en la cual la fluorescencia roja (flecha roja) y la flurescencia verde

(flecha verde) incrementan.

Caracterizacion quimica de los extractos metandlicos de B. aptera, B. arida y B.
morelensis
Como se observa en el Cuadro 2, a pesar de ser especies del mismo género, los extractos
metandlicos de las cortezas de B. aptera, B. arida y B. morelensis son diferentes en cuanto
a su composicion quimica. Sin embargo, existen compuestos que estan presentes en las 3
especies o en al menos 2, como el metil palmitato, acido palmitico, ter-butilbisfenol,
taraxesterol y cicloartenol; otros compuestos son exclusivos de cada especie, como el

pirogalol (B. arida), lanosterol (B. morelensis) y podofilotoxina (B. aptera).

Cabe destacar, que de algunos de estos compuestos, se ha reportado que presentan
actividad bioldgica importante, de las que destacan las actividades anti-parasitaria, anti-

cancerigena, apoptética y citotdxica
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Cuadro 2.- Compuestos encontrados en los extractos metandlicos de B. aptera, B. arida y B.
morelensis, porcentaje de abundancia correspondiente y su actividad bioldgica reportada. Las
acotaciones corresponden a las siguientes actividades bioldgicas: Rojo: actividad anti-

cancerigena; Verde: actividad apoptdtica; Morado: actividad anti-parasitaria; Azul: actividad

citotoxica.

Compuesto Tipo de compuesto Abundancia % Propiedades Bioldgicas
B. aptera | B. morelensis  B. arida

Reduce la deposicion
colageno, tiene actividad anti-
inflamatoria, ya que reduce la
citocina TNF-a en el pulmodn,
contrarresta la infiltracion de
las células inflamatorias y por
lo tanto la generacion de
especies reactivas de oxigeno
(ROS) vy regula los efectos de
las citocinas [62].
Reduce el edema plantar de
ratas inducido por carragenina
y disminuye la prostaglandina
E2 en los exudados
inflamatorios.
En la endotoxemia inducida
. O por lipopolisacaridos, reduce
los niveles en plasma de TNFa
y de IL-6 [63].
Dafia la viabilidad celular e
incrementa la apoptosis en las
“neural stem cells”
Puede regular la funcion de las
células progenitoras del
endotelio; produce apopotosis
en las células progenitoras del
endotelio por la via p38 y por
las rutas JNK y MAPKS [64]
Metil linoleato Acido graso 3.59 NA
En ratas, se comprobé que
tiene efecto en cuanto a la
disminucion de la presién
s 134 sanguinea, coIest.eroI y glucosa
. ‘ en el suero [65], incrementa la
apoptosis de hepatocitos [66],
induce apoptosis en células
cancerigenas relacionadas con

Acido palmitico Acido graso 9.69 7.85 7.75

Acido linoleico
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el cancer de mama [67].

Metil estearato

Acido graso

2.42

NA

Metil éster del acido
oleico

Acido graso

7.6

NA

Acido esteérico

@ O

Acido graso

3.26

Produce apoptosis y necrosis
en la linea celular de
macrofagos J774, al cambiar el
potencial de membrana
transmembranal de la
mitocondria y la acumulacién
neutral de lipidos intracelular
[61].

2-mercaptobenzotiasol

Heterociclo

2.47

NA

trans-metilpluviatélido

Fenilpropanoide

7.52

Actividad anti-parasitaria
sobre Trypanosoma brucei,
Trypanosoma cruziy
Leishmania spp. [68].

Podofilotoxina

@000

Fenilpropanoide

13.79

Puede ejercer un efecto anti-
cancer, al producir arresto
mitético y estrés pro-
apoptotico [69], efecto
citotéxico contra lineas
celulares cancerigenas
humanas [70], actividad
citostatica contra
Trypanosoma brucei [71], se le
atribuye su accién contra
helmintos en los extractos de
especies del género
Podophyllum [72] y algunos de
sus derivados incluso tienen
actividad anti-VIH [73].

Lignocerato de metilo

Fenilpropanoide

9.49

NA

2-austrobailignano

O

Fenilpropanoide

16.4

Actividad citotdxica [74].

Pirogalol

@® O

Fenol

55.43

Actividad anti-proliferativa en
algunas lineas celulares
cancerigenas humanas y una
alta citotoxicidad en lineas
celulares de cancer pulmonar
[75], induce apoptosis en
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diversos tipos celulares debido
a que se relaciona con la
produccién excesiva de ROS
[76].

Spirost-20.en |  Terpeno | 749 [ [ [ NA |

Actividad anti-inflamatoria
Taraxasterol Terpeno 3.22 8.79 porque bloquea la ruta NF-k
[79].

Cicloartenol ' P(l)tfenc;al de ac':jlyfldad
citotoxica frente a diferentes
Terpeno 19.46 . , .
lineas celulares de cancer
humano [80].

Actividad anti-leucémica [81],
pro-apoptotico y anti-
3.18 . . —_
proliferativo ya que inhibe la
via del Nfk3 [82].

Piranona
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DISCUSION

Las especies del género Bursera tienen una gran diversidad en México y son de gran
importancia dentro de la medicina tradicional mexicana, ya que se les atribuyen algunos
usos medicinales y son utilizadas como antisépticos para curaciones dentales, en heridas

de la piel como cicatrizante y contra enfermedades respiratorias entre otras [51,52,83].

En este trabajo, por primera vez se demostréd que los extractos metandlicos de las
cortezas de B. aptera, B. arida y B. morelensis, tienen efecto sobre los trofozoitos de N.
fowleri. Estos resultados son importantes, ya que no existen reportes sobre el efecto de
productos naturales de estas tres especies que tengan alglin efecto sobre amibas de vida

libre ni sobre otros pardasitos.

Como se ha mencionado anteriormente, el Unico farmaco al que los trofozoitos de N.
fowleri son altamente susceptibles, es la AMB [35], la cual a su vez es altamente téxica y
puede provocar dafios como insuficiencia renal [37]. Actualmente, se han buscado nuevas
combinaciones de farmacos que reduzcan la dosis de AMB sin disminuir su actividad, sin
embargo no han logrado ser efectivas en su totalidad, ya que el tratamiento para este tipo
de infeccidon, depende de la virulencia de la cepa que estd infectando, del tamafio del
indculo y de la susceptibilidad del paciente [30]. Es por esto que los resultados obtenidos
en esta investigacion, pueden brindar en un futuro, una nueva alternativa en el

tratamiento contra la infeccién producida por N. fowleri.

Previamente se ha dicho que las especies del género Bursera son parte de la medicina
tradicional mexicana y de un proyecto de investigacion integral, realizado en los
laboratorios de Farmacognosia, FES lztacala, UNAM, e Inmunobiologia, FES lIztacala,
UNAM. Recientemente se ha descrito que las especies B. aptera, B. arida y B. morelensis
han presentado actividad anti-bacteriana y anti-micética [53-55]; debido a esto, las 3
especies fueron consideradas como buenas candidatas para ser probadas contra los
trofozoitos de N. fowleri, ya que la AMB, que es el farmaco al que son altamente

susceptibles estas amibas, es un anti-micético [13,37].
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El extracto metandlico de las cortezas de B. aptera, B. arida y B. morelensis mostraron un
efecto in vitro sobre los trofozoitos de N. fowleri, aunque cada una con una CLsq diferente.
Como la bibliografia refiere, algunos de los compuestos presentes en los extractos
metandlicos, como son el acido palmitico, presente en las 3 especies, acido linoleico, acido
estearico, clionasterol y podofilotoxina, presentes en B. aptera y pirogalol, presente en B.
arida, tienen actividad antimicética [84-89], lo que podria explicar el efecto de estos

extractos sobre esta amiba.

Aunqgue hasta el momento no se habian realizado estudios del efecto de plantas del
género Bursera sobre N. fowleri, cabe destacar que se ha reportado que otras especies de
este género, presentan actividad anti-parasitaria contra protozoarios, como es el caso de
B. fagaroides contra Entamoeba histolytica [90], B. graveolens contra Leishmania

amazonensis [91] y B. copallifera contra el nematodo Haemonchus contortus [92].

Por otro lado, compuestos como el acido palmitico, presente en las 3 especies, piranona,
kaureno, dacido linoleico, acido estearico y podofilotoxina, presentes en B. aptera y
pirogalol, presente en B. arida, han sido reportados como compuestos que tienen un
efecto apoptético en diferentes lineas celulares, como son hepatocitos, células de
carcinoma y macrdfagos [61,64,66,67,69,76-78,82]. Estos antecedentes corroboran los
resultados obtenidos, ya que al tratar de explicar el mecanismo por el cual los extractos
metandlicos de B. aptera, B. arida y B. morelensis tienen efecto sobre los trofozoitos de N.
fowleri, se encontrd que las 3 especies provocan apoptosis, siendo B. morelensis la que
tuvo un mayor porcentaje (28.95%), y las otras 2 especies, aunque en un porcentaje

menor (B. aptera 5.24% y B. arida 1.01%) también provocaron apoptosis.

Aunque B. aptera y B. arida tienen mas compuestos con actividad apoptdtica reportada,
fueron las que menor porcentaje de apoptdsis presentaron. Como se puede observar en la
figura 6, es probable que los extractos de B. aptera y B. arida tengan un efecto mas
agresivo y rapido contra los trofozoitos de N. fowleri, ya que el nimero de células
encontradas después de 24 horas de exposicion a los extractos es muy bajo en

comparacion a las encontradas con B. morelensis, lo que hace suponer que la muerte
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celular estad ocurriendo a tiempos mas cortos cuando los trofozoitos se exponen a los
extractos de B. aptera y B. arida que cuando se exponen a B. morelensis, o que se estd
induciendo otro tipo de muerte celular, como por ejemplo necrosis. Por otra parte, el
hecho de que B. morelensis tenga el mayor porcentaje en cuanto a la presencia de células
en apoptosis, a pesar que solamente uno de sus compuestos sea pro-apoptético (acido
palmitico), se puede explicar debido a la presencia de sinergismos entre los componentes
del extracto, ya que la capacidad bioldgica total de un fluido biolégico no puede medirse al
evaluar sus compuestos por separado, sino en su conjunto, considerando los efectos

sinérgicos que puedan establecerse entre ellos [93].

Los resultados reportados sobre la actividad apoptdtica sobre N. fowleri de los extractos
metandlicos de las cortezas de estas tres especies de Burseras, conllevan a visualizar un
potencial bioldgico de estos extractos mds alld del antiparasitario, ya que estudios
recientes han permitido entender que el cancer, ademds de la proliferacién celular
acelerada o desregulada, que conlleva a la expansién celular y a la acumulacién de masas
tisulares, también abarca la supervivencia celular aberrante, como consecuencia de fallas
en los mecanismos de induccion de apoptosis o de muerte celular. La apoptosis
defectuosa es un importante factor causal en el desarrollo y progresién del cancer, y la
habilidad de las células tumorales a evadir el proceso de apoptosis, puede jugar un rol

significativo en su resistencia a los regimenes terapéuticos convencionales [94].

El conocimiento actual sobre las complejidades de la apoptosis y los mecanismos
evolucionados de las células tumorales para evitar la muerte celular, han centrado los
esfuerzos de investigacion en el desarrollo de estrategias disefiadas para inducir apoptosis
en células cancerigenas [94]; debido a la estrecha relacidn entre el cancer y la apoptosis,
en esta investigacién se realizaron ensayos de citotoxicidad sobre lineas celulares

cancerigenas.

Solamente el extracto de B. morelensis (Clso de 0.238 mg/mL) no fue citotdxico sobre la
linea de macrofagos P388 de ratdn leucémico, mientras que los extractos de B. aptera y B.

arida si mostraron actividad citotédxica (Clso menor a 0.004 mg/mL). Esta actividad puede

31



deberse a la presencia de compuestos de los cuales se ha reportado que tienen un efecto
anticancerigeno, como el cicloartenol, presente en B arida y B. morelensis, piranona,
kaureno, dcido linoleico, y podofilotoxina en B. aptera, y pirogalol en B. arida

[67,69,70,75,77,80,81].

Si bien es cierto que son pocos los reportes acerca de la actividad citotdxica de las
especies del género Bursera [92,95,96], estos resultados son muy importantes ya que el
encontrar e identificar nuevos productos naturales que tengan una toxicidad baja o
moderada, menor que el que presentan las drogas sintéticas, pero que ademds sean
capaces de inducir apoptosis y detener el crecimiento de las células cancerigenas, abre la

posibilidad de encontrar nuevas alternativas terapéuticas.

Sin embargo, cabe aclarar, que todos estos resultados provienen de experimentos in vitro
y utilizando el extracto metandlico de las cortezas de las Burseras, por lo que es necesario
realizar estudios in vivo y utilizando los compuestos aislados de los extractos para
comprender mejor su accidon y los mecanismos moleculares que inducen no sélo en

células cancerigenas, sino también sobre pardsitos como la amiba de vida libre N. fowleri.

CONCLUSIONES

o Los extractos metandlicos de las cortezas de B. aptera, B. arida y B. morelensis,
tienen un efecto in vitro sobre los trofozoitos de N. fowleri

e B. arida y B. aptera resultaron tener un efecto citotdxico, mientras que B.
morelensis no.

e Los 3 extractos metandlicos de las cortezas producen apoptosis en los trofozoitos
de N. fowleri, aunque B. morelensis en un porcentaje mayor que B. aptera y B.
arida.

e La composicién quimica de los extractos metandlicos de B. aptera, B. arida y B.
morelensis, aunque son especies del mismo género, es distinta; con compuestos

que les confieren diferentes propiedades medicinales, como antibacterianos,
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antimicoticos, antiparasitarios, antiinflamotrios, proapoptdticos y anticancerigenos

entre otras.
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APENDICE 1

Zona de colecta

Las especies B. aptera, B. arida y B. morelensis se colectaron en el poblado de San Rafael,

municipio de Coxcatlan, que se localiza al sureste de Tehuacan, en el Valle de Tehuacdan-

Cuicatlan, entre 18°12" y 18°14’ de latitud norte, asi como 97°07’ y 97°09’ de longitud

oeste, con un rango de altitud de 957 a 1400 m.s.n.m. (Figura 4).
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Clima

El clima es de tipo Bs (h’) w” (w) de acuerdo con la clasificacion de Kdppen, modificado por
Garcia (1981) [97], el cual corresponde a un tipo seco o arido con lluvias en verano y
temperatura media anual de 22 °C, variando entre 25 °C en abril y mayo, y 18 °C en enero
[98]. Valiente (1991) [99]calcula una precipitaciéon anual de 364.6 mm para la zona; cerca
de los 386.57 mm registrada en 1988 en la estacién climatica Tilapa, situada a 3.25 Km al
sur de la zona de estudio. En 1998 los 763.7 mm de precipitacidon casi duplicaron el

promedio anual, concentrdndose 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
Tehuacdn-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 direcciéon este y eventualmente se vuelve el Rio
Papaloapan. El Rio Tehuacan encuentra su camino al oeste del Cerro Colorado, para entrar
en el Valle de México cerca de San Diego, Chalma. Este pequefio rio el cual se convierte en
el Rio Salado, se une por un nimero de cortas ramificaciones alcanzando la Sierra Madre

de Oaxaca en el noreste [100].

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 haplicos.

Vegetacion

La vegetacion predominante es un bosque tropical caducifolio, donde Escontria chiotilla
(F. A. C. Weber) Rose y Pachycereus weberi (). Coulter) Backeberg son particularmente

abundantes [101].
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Fernandez (1999) [102], reconocio por nivel topografico los siguientes tipos de vegetacion
en San Rafael: Cordonal de Pachycereus weberi (). Coulter) Backeberg, que se caracteriza

por el predominio de cactdceas columnares (cardones).

Chiotillal de Escontria chiotilla, en el nivel préximo al cauce del rio, sobre niveles de
terreno de 0.7 a 1.5 m por encima del nivel basal de esta regidén, 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 Fouqueria formosa, Bursera aptera (Ramirez),
Mimosa polyantha, Ceiba parvifolia (Rose), Manihotoides pasiflora (Brandegee), Senna
wisliseni (DC), Mimosa luisiana (Brandegee) y Sanvitalia fructicosa. Localizada en el nivel
mas alto, de 3.5 a 5 m por encima del nivel basal. La densidad de plantas en los estratos

arbustivos y herbdceos es muy baja, dominado en su totalidad por Sanvitalia fructicosa.

En un estudio etnobotéanico realizado en San Rafael [103], se determind 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 Asteraceae, Cactaceae, Solanaceae,
Araceae y Euphorbiaceae, que corresponden a las familias mas representativas del Valle

de Tehuacan-Cuicatlan.

Poblacidn

La comunidad de San Rafael, es relativamente joven. Se fundé a principios del siglo XX y
cuenta con 298 habitantes (151 mujeres y 147 hombres) [104]. La mayor parte de la
poblacién actual es nativa de San Rafael y la actividad econémica mas importante es la
agricultura, cuyo principal ingreso proviene del cultivo de la cafa de azlcar. También se
dedican a la cria de ganado caprino, la recoleccidn de frutos, semillas, lefia y madera para

diversos fines [103].
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APENDICE 2

Descripcion de las 3 especies de Bursera
Bursera aptera Ramirez [50]

Conocida como copalillo, cuajiote, cuajiote amarillo, cuajiote verde, coxinyotl iztac (lengua

nahuatl), cuachital o cuajiote blanco.

Arbol o a veces arbusto dioico, hasta de 8 m de alto, con resina abundante, aromatico y
glabro; tronco con corteza interna verde mate o verde brillante, la externa amarillenta y
exfoliante en ldminas papiraceas, ramillas glabras; hojas imparipinnadas, peciolo de ca. 0.5
cm de largo, glabro, [dmina de 1 a 7 (8.5) cm de largo y 0.6 a 3 cm de ancho, raquis sin
alas, foliolos 7 a 19, sésiles a subsésiles, elipticos a ovados u obovados, de 4 a 12(15) mm
de largo y 2 a 5(6) mm de ancho, apice agudo a redondeado, base cuneada a redondeada,
margen generalmente entero, de textura membranacea a cartdcea, glabros, nervadura
principal oscura y poco evidente en el haz, en el envés amarillenta y prominente, las
secundarias inconspicuas; flores por lo general solitarias o a veces dispuestas en grupos de
2 o 3, glabras, bractéolas triangular-acuminadas, de 1 a 1.2 mm de largo, de base
ensanchada, glabras, pedicelos de 1 a 1.2 mm de largo, glabros; flores masculinas trimeras
0 a veces tetrdmeras, hasta de 8 mm de largo (incluyendo el pedicelo), I6bulos del ciliz
triangulares, desiguales, de 1.5 a 3 mm de largo, glabros, borde al secar con escasos
tricomas cortos, pétalos de color amarillo, rojizo o blanquecino, eliptico-oblongos, de ca. 5
mm de largo y 1 a 1.5 mm de ancho, cuculados, coridceos, dpice encorvado, glabros,
estambres 6, filamentos de ca. 1.5 mm de largo, anteras oblongas, de ca. 2 mm de largo;
flores femeninas trimeras, hasta de 6 mm de largo (incluyendo el pedicelo), I6bulos del
caliz iguales, cuculadodeltoides, de 1.2 a 1.6 mm de largo, reflexos en la madurez, pétalos
cuculadoaquillados, de 4 a 5mm de largo, estaminodios con anteras de ca. 1 mm de largo,
ovario trilocular, estilo de menos de 1 mm de largo, estigmas 3; frutos solitarios o
agrupados por varios en los apices de ramillas cortas, trivalvados, globosos a ovoides,

apiculados, escasamente triquetros, de 6 a 7 mm de largo y de 5 a 6 mm de ancho, rojizos
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a pardos en la madurez, glabros, hueso de 5 a 6 mm de diametro, totalmente cubierto por

un pseudoarilo amarillo o blanquecino.

Habita en el bosque tropical caducifolio y en el matorral xerdfilo, preferentemente en
suelos de origen calizo, en altitudes entre 550 y 1950 m. A veces se encuentra
compartiendo el habitat con B. fagaroides, B. morelensis y B. schlechtendalii. Florece de

finales de abril a mediados de julio. Sin follaje de noviembre a mayo.

El Iatex es utilizado mezclado con pomada para el tratamiento de picaduras de mosquitos.
La goma que secreta el tallo se usa como veneno para perros, mezclada con el alimento

del animal.

Taxonomia

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta

Divisién Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Subclase Rosidae

Orden Sapindales

Familia Burseraceae

Género Bursera

Especie B. aptera
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Prage B

Figura 9. Anatomia vegetal de Bursera aptera Ramirez. A. rama con hojas y flores
masculinas; B. flor femenina en vista externa; C. flor femenina desprovista de un pétalo y

3 estaminodios; D. flor masculina disecada; E. frutos. llustrado por Megumi Andrade [50].
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Bursera morelensis Ramirez [105]

Es un arbol dioico, hasta de 10 (13) m de alto, con abundante resina aceitosa con olor a
aguarras en la corteza y en las partes verdes, glabro, aunque algunas porciones muy
tiernas cubiertas con papilas blanquecinas diminutas; tronco hasta de 40 cm 25 de
didametro, su corteza externa rojiza, exfoliante en l[dminas delgadas; hojas de 5 a 11 cm de
largoy 1.5 a 3.5 (4.5) cm de ancho, peciolo acanalado, de 1 a 2 cm de largo, foliolos (15)
33 a 45 (51), raquis con alas inconspicuas, los foliolos sésiles o subsésiles, linear-oblongos
a linear-lanceolados, de 7 a 17 (22) mm de largo y (1.3) 1.6 a 2.5 mm de ancho,
disminuyendo de tamafio hacia los extremos de la hoja, dpice agudo, margen entero, la
nervadura central conspicua, las laterales poco marcadas, peciolo acanalado, de 1 a 2 cm
de largo; catafilos inconspicuos, pronto caedizos; las flores masculinas en inflorescencias
racimosas o paniculadas hasta de 5 cm de largo, provistas de bracteolas filiformes a
subuladas, caedizas, flores en su gran mayoria pentameras, a veces algunas 3 6 4-meras,
I6bulos del caliz angostamente triangulares, de 0.7 a 1.3 mm de largo, agudos en el apice,
pétalos amarillentos a verdosos o blanquecinos, oblongos a lanceolados, de 3 a 6 mm de
largo, cuculados, estambres todos aproximadamente al mismo nivel, filamentos de 1 mm
de largo, anteras oblongas, de 1.5 a 2 mm de largo; las flores femeninas por lo comun
solitarias, a veces por pares o en una panicula corta, por lo general trimeras, a veces
algunas 4 6 5-meras, similares en forma y tamafio a las masculinas, anteras de los
estaminodios de +1 mm de largo, ovario trilocular; pedunculos en fruto notablemente
engrosados y encorvados, “drupa” trivalvada, oblicuamente ovoide, de 5 a 10 mm de largo
y 4 a 6 mm de ancho, mas o menos pronunciadamente apiculada, el hueso recubierto

totalmente por un pseudoarilo amarillo.

Este arbol es un componente ocasional del bosque tropical caducifolio, pero en la regién
de la Flora mas frecuentemente forma bosquetes o se presenta en forma aislada en medio
del matorral xerdfilo, sobre todo en laderas de pendiente pronunciada de cafadas
profundas, preferentemente de exposicidn sur. De una Altitud 600-1500 msnm. Florece

de abril a junio. Permanece con follaje de mayo a noviembre (diciembre). La especie es
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muy comun en la parte oriental de la depresion del Balsas, extendiéndose hacia los valles
de los rios Tehuantepec y Papaloapan; también reaparece en forma dispersa en los
cafiones de muchos de los afluentes del rio Panuco. San Luis Potosi, Guanajuato,

Querétaro, Hidalgo, México, Morelos, Puebla, Guerrero, Oaxaca.

Figura 10. Ejemplar de B. morelensis
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Bursera arida (Rose) Standley 1923 [106]

Arbusto o a veces arbol bajo dioico, de 0.8-4 m de alto. Troncos hasta 20.0 cm didmetro,
corteza externa exfoliante rojizo-anaranjada o pardo-amarillenta, descarapela en tiras
grandes, la interna verdosa, con resina aromadtica, ramas jovenes rojizas, densamente
hirsutulas, ramas maduras gris oscuro, glabras; catafilos inconspicuos, pronto deciduos.
Hojas imparipinnadas, peciolos 3-6 mm largo, densa a escasamente hirsutulos,
ligeramente alados; ldminas (0.8-) 1.3-2.5 cm largo, aprox. 1.0 cm ancho, ovadas en
contorno general, raquis estrechamente alado, margen hirsutulo, peciélulos laterales ca.
1.0 mm largo, generalmente presentes en los foliolos proximales, el terminal hasta 3.0
mm largo; foliolos (3- ) 5-9(-11), 4.0-6.0 (-9.0) mm largo, 1.3-2.0 mm ancho, oblongos a
obovados, base cuneada, apice agudo a obtuso, margen entero, cartaceos, haz y envés
glabros, sélo la nervadura central evidente. Inflorescencias reducidas a flores solitarias,
subsésiles. Flores rojizas, las masculinas 3(-4)-meras, 2.0-2.5 mm largo, cdliz con lébulos
ca. 1.5 mm largo, triangulares, pilésulos por fuera, corola con pétalos aprox. 2.0 mm largo,
aprox. 0.5 mm ancho, cuculados, pilésulos por fuera, estambres 6(-8), filamentos ca. 0.4
mm largo, anteras 0.7- 0.8 mm largo, oblongas, gineceo vestigial; las femeninas 3-meras,
semejantes a las masculinas, pero cdliz con lébulos 1.5-2.0 mm largo, sobre pedicelos 0.5-
1.0 mm largo, pilosos, estaminodios con anteras ca. 0.3 mm largo, ovario 3-locular, glabro,
estilo menor 1.0 mm largo, estigmas 3. Frutos 1-2, con pedunculos 1.0-2.0 mm largo,
engrosados y pilosos, 3-valvados, 4.0-5.0 mm largo, hasta 3.0 mm ancho, trigonos u
ovoidales, apiculados, en la madurez oscuros, pildsulos o glabros; huesos 3.0-5.0 mm
largo, 2.5-3.0 mm diametro ovoidales o trigonos, totalmente cubiertos por un pseudoarilo

amarillo palido [106].

Aspectos ecolégicos: esta especie florece y fructifica durante el periodo de sequia, ya que
durante el periodo de lluvias se dedican a crecer y formar hojas. Durante el periodo de
secas pierde las hojas, por lo que realiza la fotosintesis por el tallo, gracias a que se

desprenden restos de su corteza. Esta especie es un arbol relativamente grande.

53



Figura 11. Ejemplar de B. arida.

1: tallos con resina, 2: fruto, 3: planta completa, 4: tallo mostrando corteza exfoliante, 5:

rama con hojas y fruto. 6: hojas 7: corteza [54].
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