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RESUMEN

Los protozoos son organismos cosmopolitas y de formas muy variadas, algunos son
anfizéicos (de vida libre y también endoparasitos) como la amiba Naegleria fowleri, que es
el agente etiolégico de la Meningoencéfalistis Amebiana Primaria (MAP) que es una
infeccién con un cuadro agudo, fulminante y dificil de diagnosticar; el tratamiento a base
de Anfotericina B (antifungico) es sumamente tdxico y provoca insuficiencia renal crénica.
México es un pais con una gran diversidad en plantas medicinales, una de ellas es
Cyrtocarpa procera que ha sido empleada en diversos padecimientos en la piel y
estomacales, se ha determinado el efecto antifungico de C. procera y esta cualidad es

primordial para combatir la MAP.

Se determiné el efecto del extracto metandlico de la corteza de C. procera sobre N. fowleri
donde se obtuvo una CLs,de 1.103 mg/mL. Asi mismo para determinar la citotoxicidad de
dicho extracto se emplearon células CaSki y de acuerdo con el CNI de E.U., la
concentracién Inhibitoria 50 (Clsy) fue de 0.66 mg/mL por lo que el extracto no es
citotoxico. Se determind la composicién quimica del extracto mediante el ensayo de
HPLC, encontrandose que los principales compuestos son fenilpropanoides como

catequinas.
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INTRODUCCION

Las amibas de vida libre (AVL) son protozoos, anfizdicos de distribucion cosmopolita que
han sido aislados de suelos, agua y en muestras de aire de todo el mundo, cuyas
dimensiones varian desde unos micrémetros hasta algunos milimetros (Schuster vy
Visvesvara, 2006; Gallegos et al., 2014).

Las temperaturas elevadas favorecen la proliferacion de las AVL patégenas, por lo que
se les encuentra comiunmente en aguas termales, naturales y en aguas contaminadas por

descargas industriales (De Jonckheere, 1977).

Su mecanismo de proteccion ante los cambios ambientales es la formacion de quistes, de
esta manera sobreviven a la ausencia de humedad, cambios extremos de temperatura,
pH, falta de oxigeno, escasez de alimento o algun otro factor adverso (Schuster, 1979;
Marciano-Cabral, 1988).

Las AVL tienen importancia ecoldgica ya que ocupan un lugar importante en la cadena
alimenticia y las comunidades naturales del suelo y agua, ya que se alimentan de
bacterias, hongos, algas y otros protozoos (Wellings et al., 1979).

Se ha demostrado que sélo un grupo muy restringido provoca infecciones humanas
incluyendo a los géneros Naegleria, Acanhamoeba, Balamuthia, Sappinia vy

probablemente Hartmannella (John y Howard, 1993; Visvesvara et al., 1993).

Algunas especies del género Acanthamoeba, Balamuthia mandrillaris, y recientemente
Sappinia pedata, producen encefalitis amebiana granulomatosa, que se presenta de
forma subaguda o crénica; generalmente parasitan a individuos inmunosuprimidos. Estas
amibas también causan infecciones severas en pulmones, oidos, piel y nariz (Beltran y
Uyema, 1997).

Entre las enfermedades graves, peligrosas y de gran importancia epidemiolégica se
encuentran la meningitis y la encefalitis, que pueden llevar a invalidez o muerte. Los
agentes etiologicos que las producen generalmente son bacterias, virus y hongos. En
cuanto a los protozoos causantes de meningitis y encefalitis, se encuentra Naegleria

2
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fowleri que parasita a individuos aparentemente saludables, nifios o jovenes y es la
causante de meningoencefalitis amebiana primaria (MAP), que se caracteriza por su

rapida evolucion y luego la muerte (Peralta y Ayala, 2009).

MORFOLOGIA Y CICLO DE VIDA DE Naegleria fowleri

El género Naegleria consta de tres estadios durante su ciclo de vida en el ambiente. El
primer estadio es el trofozoito o forma vegetativa, fase donde se alimenta y reproduce, el
segundo estadio es el quiste que es la forma de resistencia, y por ultimo la forma
flagelada que es un estado transitorio en el que no se alimenta, ni se multiplica y después

de un tiempo regresa a la fase trofica (Page, 1988).

Los trofozoitos son alargados y se mueven por medio de un pseuddépodo llamado
lobdépodo, el nucleo posee nucléolo o cariosoma y una membrana nuclear sin cromatina

granular. La reproduccion es por fisién binaria (Martinez y Visvesvara, 1997).

El trofozoito se transforma en el flagelado cuando la concentracién iénica del medio
ambiente cambia. Se cree que juega un papel en la dispersion de las amibas en su habitat
natural de suelo o agua (Visvesvara et al., 2007).

El quiste es una estructura de resistencia; es esférico, con un diametro de 7 a 15 ym. El
trofozoito se transforma cuando el alimento es escaso y/o cuando las condiciones de

crecimiento se vuelven adversas (Schuster y Visvesvara, 2004).

Figura 1. Estadios morfolégicos de N. fowleri.



Cuéllar Diaz | 2015

ECOLOGIA DE LAS AMIBAS DE VIDA LIBRE

Dentro de los cuerpos de agua las amibas viven sobre la superficie, adheridas a particulas
flotantes, en la columna de agua, o en los sedimentos. Las AVL tienen un papel
importante dentro del ciclo de los nutrientes, porque estimulan el incremento en la tasa de
transformacion bacteriana del fosforo y del nitrdgeno a formas aprovechables para las
plantas (Fenchel, 1987; Tyndal et al., 1989)

En su forma de quiste, las AVL pueden ser acarreadas hacia la atmdsfera mediante
corrientes de conveccién, sistemas frontales, turbulencias o burbujas de aire (Rivera et al.,
1987, Rodriguez et al., 1993). Lo cual es de gran importancia ya que la mayoria de AVL
pueden ser transportadas por el viento a grandes distancias incluso entre continentes
(Rondanelli, 1987). En contraste, en la mayoria de las areas geograficas donde se ha
aislado N. fowleri en el ambiente se ha detectado una fuerte influencia de los ciclos
estacionales, con numeros altos de amibas en el verano y el otofo y bajos en invierno y

primavera (De Jonckheere, 1979).

Aunque las AVL patégenas tienen velocidades de crecimiento inferiores a las no
patdgenas, las primeras pueden crecer e incrementar paulatinamente su niumero hasta

llegar a niveles infectivos (Griffin, 1983).

Naegleria fowleri
Es un ameboflagelado que ha sido aislado de muestras de albercas con agua clorada,

lagos, aguas termales y depdsitos de agua doméstica (Marciano-Cabral, 1988).

Esta especie puede invadir a animales y al ser humano, siendo el trofozoito el estadio
invasivo, su periodo de incubacién varia de dos a tres semanas, lo cual depende del
tamano del indculo y la virulencia de las amibas. La infeccion inicia con la inhalacién de
los trofozoitos presentes en agua o polvo, luego, a través de la mucosa nasal, atraviesan

el bulbo olfatorio y llegan al sistema nervioso central (Peralta y Ayala, 2009).
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INFECCIONES EN HUMANOS

La MAP es una enfermedad aguda, rapidamente progresiva y fatal debido a que la
invasion es muy rapida, provoca necrosis hemorragica en gran parte del encéfalo
(Martinez, 1985).

El cuadro clinico es muy parecido a la meningitis bacteriana; sin embargo en la infeccién
por Naegleria existe el antecedente de que los pacientes, en su mayoria son jévenes y
previamente sanos, que nadaron en algun cuerpo de agua contaminada con Naegleria
fowleri (Gutiérrez, 2000).

Los signos y sintomas de la MAP consisten en presion intracraneal elevada, cefalea
intensa, irritacion de la mucosa nasal, fiebre, irritacion meningea y encefalitis; en algunos
casos crisis convulsivas, pérdida de apetito, trastornos del gusto, olfato y alucinaciones,
coma profundo y finalmente la muerte. La mayoria de los pacientes mueren de la primera
0 segunda semana después de la aparicién de los primeros sintomas, dependiendo del
manejo y resistencia del paciente, asi como la virulencia de las amibas (Martinez y

Visvesvara, 1997).
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Las amibas penetran la

mucosa nasal Y migran a cerebro

por nervios olfatorios.
ausan: meningoencefalitis
biana primaria en sujetos
sanos

A

=, =i Los frofozoitos se encuentran
idades ac en LCR y tejido cerebral,
la entrada de agua y las formas flageladas ocasio-
por la nariz nalmente en LCR

A\ -Forma infectante
A -Forma diagnéstica

Promitosis

Forma flagelada

Figura 2. Ciclo de vida de N. fowleri.
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VIAS DE EXPOSICION Y TRATAMIENTO

La infeccion por N. fowleri se contrae casi exclusivamente por la exposicién de las fosas
nasales a agua contaminada. Esta infeccién se asocia sobre todo al uso recreativo del
agua, como en piscinas y balnearios, asi como con aguas superficiales calentadas de
forma natural por el sol, aguas de refrigeracion industrial y los manantiales geotérmicos.
En unos pocos casos, no se ha establecido un nexo con la exposicion a aguas
recreativas. La frecuencia de MAP es mas alta durante los calidos meses de verano,
cuando muchas personas realizan actividades recreativas acuaticas y cuando la
temperatura del agua facilita la proliferacion de este organismo. No se ha reportado el
consumo de agua o alimentos contaminados ni el contacto entre personas como vias de

transmision (Martinez y Visvesvara, 1997).

Hasta el momento no existe un tratamiento satisfactorio para la meningoencefalitis
amebiana primaria. Son pocos los pacientes que han sobrevivido a la MAP. El tratamiento
de eleccion para las infecciones por N. fowleri es anfotericina B (AMB) en combinacién

con miconazol y rifampicina (Rodriguez-Pérez, 1984).

Existen otros compuestos que han mostrado cierta proteccidon en modelos de ratones
infectados con N. fowleri como por ejemplo la ciclofosfamida, A9-tetrahidrocanabinol
(Pringle et al., 1979) y combinaciones de AMB y miconazol, o con rifampicina (Vargas et
al.,, 2004), con tetraciclina, voriconazol e incluso con el anticancerigeno miltefosina,

empleada en concentraciones arriba de 80 ug (Schuster y Visvesvara, 2006).

La AMB es la droga mas activa contra N. fowleri, su administracion intraventricular debe
ser cuidadosa por el efecto toxico celular que presenta; el uso de este no radica en su
eficacia, si no en su alta toxicidad, ya que se ha reportado que produce dafo renal
principalmente, el cual generalmente resulta irreversible y puede evolucionar a una
insuficiencia renal, insuficiencia hepatica aguda y alteraciones hematopoyéticos (Belofsky
et al., 2006).

Es por esto que 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
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tanto en eficacia como en la disminucion de los efectos colaterales, una alternativa la

puede ofrecer el uso de plantas medicinales.

LA MEDICINA TRADICIONAL
México es un pais de gran diversidad floristica ya que cuenta con muchas especies de

plantas con flor que contienen sustancias de valor medicinal (Rzedowski, 1987).

Se estima que en el mundo existen entre 310,000 y 422,000 especies de plantas; dentro
de esa vasta diversidad, se estima que existen 20,000 especies vegetales con
propiedades de interés para la investigacion y el descubrimiento de nuevos productos. Sin
embargo, se calcula que menos del 10% de las plantas han sido evaluadas en la
busqueda de actividad biolégica (Céspedes et al., 2006).

Las propiedades farmacolégicas de las plantas son producidas por una amplia variedad
de metabolitos secundarios (Salisbury, 1992). De los cuales se han aislado alrededor de
50,000 estructuras y todavia hay por describirse miles de compuestos (Pichersky y Gang,
2000).

LAS PLANTAS MEDICINALES

En México las plantas curativas 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 (Canales et al., 2005).

Cabe mencionar que la poblacién posee un profundo conocimiento de su medio ambiente
ya que a través del tiempo y de un largo proceso de aprendizaje, ha sabido apropiarse de
esos recursos naturales y ha encontrado numerosos usos a las plantas como por ejemplo
el medicinal (Ankli et al., 2002; Frei et al., 1998; Henrich et al., 1998). El uso de plantas
ofrecen una disminucion de los efectos colaterales y son recursos que estan al alcance de

un gran porcentaje de la poblacion (Rates, 2001).
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METABOLITOS SECUNDARIOS

Actualmente, el 25% de los principios activos derivados de las plantas, se consideran
como drogas importantes en uso en varios paises. La mayoria de estos compuestos
quimicos se derivan de plantas medicinales las cuales principalmente fueron descubiertas
a través de la investigacion etnobotanica, y los compuestos tienen el mismo o similar uso
como las plantas de las cuales se derivaron (Newman y Cragg, 2007). Estos compuestos

son denominados metabolitos secundarios y/o productos naturales.

Se llama metabolismo primario de las plantas, a los procesos quimicos que intervienen en
forma directa en su supervivencia, crecimiento y reproduccién. Estos son la fotosintesis, la
respiracion, el transporte de solutos, la sintesis de proteinas, la asimilacion de
nutrimentos, la diferenciacion de tejidos, y en general la formacion de carbohidratos,
lipidos y proteinas que intervienen en estos procesos o son parte estructural de las
plantas (Ortiz, 2009).

En contraposicion, los metabolitos secundarios de las plantas son compuestos quimicos
que cumplen funciones ecoldgicas, de forma que su ausencia no es fatal para la planta,
ya que no intervienen en el metabolismo primario, es decir en su crecimiento y desarrollo
(Taiz y Zeiger, 2006).

Los metabolitos secundarios de las plantas pueden ser divididos en 3 grandes grupos,

con base a sus origenes biosintéticos.

TERPENOIDES: Son derivados del compuesto IPP (Isopentenil pirofosfato-) que se
forman en la via del acido mevalénico. Estan distribuidos ampliamente en las plantas y
muchos de ellos tienen funciones fisiolégicas primarias. La distribuciéon de unos pocos de
ellos en las plantas es mas restringida, como los que forman los aceites esenciales, entre
otros. El modo de accién de terpenos y aceites esenciales no ha sido dilucidado por
completo, aunque actualmente se investiga sus posibles efectos antibacterianos y otros

usos farmacéuticos (Ortiz, 2009).

COMPUESTOS FENOLICOS (Fenilpropanoides y derivados): Estan formados por la via
del malonato/acetato; muchos son productos de defensa contra herbivoros y patdgenos,

otros proveen soporte mecanico a la planta, también atraen polinizadores, algunos de

9
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ellos absorben la radiacién ultravioleta, o actian como agentes alelopaticos. Algunos de
estos compuestos presentan actividad antibacteriana, antifungica y antioxidante (Cartaya,
2001).

ALCALOIDES (compuestos nitrogenados): Contienen uno o mas atomos de nitrégeno,
son biosintetizados principalmente a partir de aminoacidos. Son fisiolégicamente activos
en los animales, aun en bajas concentraciones, por lo que son muy usados en medicina.
Se han mostrado efecto antimicrobiano, antioxidante y antibacteriano (Kuklinski, 2000;
Taiz y Zeiger, 2006).

10
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FAMILIA ANACARDIACEAE
Particularmente la especie Cyrtocarpa procera (Chupandilla) cuenta con pocos registros

de uso medicinal por lo que es de importancia el estudio de la misma.

C. procera se usa comunmente en el Estado de México para resolver trastornos del
aparato digestivo, tales como diarrea y disenteria. La corteza es la parte de la planta que
mas se utiliza. En el Estado de Nayarit es preparada en cocimiento junto con cuachalalate
(Amphipterygium adstringens) y se emplea para lavar heridas y llagas, para lograr una
cicatrizacidon mas rapida; es administrada por via oral, también se usa para quitar el dolor
de cintura. En Michoacan la utilizan para aliviar el dolor de muelas y la tos. También se

refiere util para bajar la fiebre y contra la lepra (Canales, 2005; Argueta y Cano, 1994).

Cyrtocarpa procera Kunth.

A) CLASIFICACION:

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Burserales

Familia: Anacardiaceae

Género: Cyrtocarpa

Especie: Cyrtocarpa procera Kunth

Figura 3. Hojas de C. procera.
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B) NOMBRE COMUN:

Estado de México: chucum-pum. Michoacan: chucumpuz, chupandia. Nayarit: chocote,
puei (cora) (Argueta y Cano, 1994). Puebla: Chupandilla (Canales et al., 2005)

C) DESCRIPCION:

C. procera es un arbol de aproximadamente 6 m. de altura, la corteza esta cubierta con
vellos. Las hojas parecen plumas; tienen un soporte que las une a los tallos (Figura 1).
Presenta racimos de flores blancas. Los frutos estan cubiertos de pelos y miden 2 cm. de

largo (Argueta y Cano, 1994).

D) HABITAT Y DISTRIBUCION:

Es una especie originaria de México. Habita en climas calidos, semicalidos, semisecos y
templados entre los 600 y los 1100 m.s.n.m. Es una planta silvestre, asociada a bosque
tropical caducifolio y subcaducifolio, bosque espinoso, bosque mesdfilo de montafa,
bosque de encino y de pino. Se encuentra ampliamente distribuida en: Colima,

Michoacan, Estado de México, Puebla y Oaxaca (Argueta y Cano, 1994).
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ANTECEDENTES

Se ha examinado la actividad antiinflamatoria, analgésica y antidiabética del extracto
acuoso de la corteza y tallo de Mangifera indica, un miembro de la familia Anacardiaceae.
Esta especie presentdé estas actividades, y se reportd que los diferentes componentes
quimicos de la planta, son especialmente polifenoles, flavonoides, triterpenoides,

mangiferina y otros compuestos quimicos (Ojewole, 2005).

Al respecto de la actividad antibacteriana Canales et al., en 2005 realizaron un estudio
sobre actividad antibacteriana de la flora medicinal de San Rafael, en el Municipio de
Coxcatlan, Puebla, los estudios revelaron que la corteza de C. procera fue activa sobre 6

cepas bacterianas.

En el 2006 Canales et al., realizaron un estudio sobre el conocimiento tradicional de la
flora medicinal de San Rafael, en el Municipio de Coxcatlan, Puebla, encontrando que la
corteza de C. procera se utiliza como té para aliviar dolor de rifiones. También en 2009
Martinez, evalud la actividad antimicrobiana de Cyrtocarpa procera y concluyé que C.
procera presenta actividad antibacteriana y antioxidante y demostré que el extracto

metandlico de C. procera presenta actividad antifungica sobre T. mentagrophytes.

Finalmente Orozco en 2010 realiz6 un estudio comparativo de algunas actividades
biolégicas de diferentes cortezas entre ellas C. procera donde reportdé actividad
antibacteriana, actividad antifungica sobtre T. mentagrophytes y R. solani, y en fracciones
activas del extracto metandlico de C. procera reporta presencia de acido galico, catecol,

catequina y algunos fenilpropanoides.

JUSTIFICACION

Una de las posibilidades para encontrar nuevos tratamientos para aliviar la infeccién por
N. fowleri se puede encontrar en la medicina tradicional, sobre todo si se toma en cuenta
que el uso de las plantas medicinales se ha empleado para combatir ciertas
enfermedades, y a su vez ofrecen una disminucién de los efectos colaterales ademas de

ser productos que estan al alcance de la poblacion (Rates, 2001).
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Las plantas medicinales son el recurso terapéutico por excelencia y forman parte
importante de la medicina tradicional por lo que representa una alternativa para la
implementacién de nuevos planes de salud; tal es el caso de la corteza de Cyrtocarpa
procera (Chupandilla) que se ha demostrado que es poseedora de una variedad de
metabolitos secundarios, los cuales le atribuyen a la planta una diversidad de actividades

bioldgicas.

Actualmente, se ha demostrado que la familia Anacardiaceae a la cual pertenece C.
procera presenta una alta actividad antibacteriana y antifungica. También se han realizado
evaluaciones de actividad antibacteriana del extracto metandlico mostrando actividad
inhibitoria en cepas bacterianas, por lo que es muy probable que actie de la misma forma

contra otros microorganismos.

Al ser C. procera una especie poco estudiada de la familia Anacardiacea hace importante
el estudio que se realice con la misma porque permitiria enriquecer los pocos estudios
que se han realizado, ademas de conocer si presenta la misma actividad contra N. fowleri

gue es un microorganismo altamente patdégeno.

HIPOTESIS

Si Naegleria fowleri es susceptible al antimicotico anfotericina B, y el extracto metandlico
de C. procera presenta una actividad antifingica importante, entonces cabe esperar que

este extracto tenga actividad contra N. fowleri.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Determinar la actividad in vitro del extracto metandlico de Cyrtocarpa procera

sobre Naegleria fowleri.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar la concentracién letal (CL) y la concentracion letal media (CLso) del

extracto de Cyrtocarpa procera sobre Naegleria fowleri mediante la técnica de

viabilidad celular con Cristal Violeta.

¢ Determinar la citotoxicidad del extracto de Cyrtocarpa procera en células CasKi

(células de cancer cervico-uterino) mediante la técnica de cristal violeta.

Determinar la composicién quimica del extracto de C. procera por cromatografia

liquida de alta resolucion (HPLC).
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MATERIAL Y METODO

RECURSOS BIOLOGICOS

Extracto

El extracto metandlico de Cyrtocarpa procera fue proporcionado por la Dra. Canales del
Laboratorio de Farmacognosia de la Unidad de Biologia, Tecnologia y Prototipos
(UBIPRO), F.E.S Iztacala.

Amibas
Las amibas que se utilizaron para probar el efecto del extracto metandlico son de la cepa
ATCC-30808, de la especie Naegleria fowleri (donadas por la Dra. Bonilla Lemus, del

Laboratorio de Conservacién y Mejoramiento del Ambiente CyMA de la F.E.S Iztacala).

Cultivo de amibas
Se cultivaron axénicamente en frascos Corning de 75cm? con 30ml de medio de
Bactocasitona al 2% (DIFCO), enriqueciendo con suero fetal de bovino (SFB) al 10% y se

mantuvieron en incubacion a 37°C para promover el crecimiento éptimo.

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

la cepa BALB/c de seis semanas de edad.
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Cultivo de células de cérvix humano cancerigenas, CaSki
Se cultivaron en frascos Corning con filtro de 75 cm? con 30 ml de medio DMEM

enriquecido con suero fetal bovino al 10%, posteriormente se incubaron con CO:z al 5% vy

a 37°C. Estas células fueron donadas por el Dr. Alberto Parra de la ESM del IPN.

Reactivacion de la virulencia de trofozoitos de N. fowleri

Se realizé en tres ratones anestesiados con éter, a los que se les inocularon por via
intranasal con 2.5x10* trofozoitos de N. fowleri a cada raton, utilizando una micropipeta.
Se mantuvieron en observacién durante 7 dias aproximadamente, tiempo en el cual se
observaron los sintomas propios de la enfermedad. Al morir los ratones se extrajeron los
cerebros y se recuperaron las amibas, las cuales se sembraron nuevamente y se
inocularon a otro raton. Este procedimiento se repitid y las amibas recuperadas se

cultivaron axénicamente para pruebas posteriores (Rodriguez, 2013).

Curva patrdn para los ensayos de viabilidad Celular por Cristal Violeta

Para probar el efecto del extracto sobre trofozoitos de N. fowleri, se realizé una curva
patrén de la siguiente manera: se cosecharon los trofozoitos de N. fowleri confirmando
que se tuviera una monocapa con las células, posteriormente se desechd el medio de los
frascos Corning y se agregd PBS 1X estéril y frio, se coloco el frasco en el congelador por
10 minutos para que las células se despegaran de la superficie del frasco Corning.
Transcurrido los 10 minutos se llevé el frasco a una campana de flujo laminar y se dieron
unos golpes al frasco y se recupero el contenido en tubos estériles, esto procedimiento
fue repetido en 2 ocasiones. Posteriormente los tubos con las amibas se centrifugaron por
10 minutos a 2500 rpm y se recuperd la pastilla con el fin de preparar una muestra y
realizar el conteo con ayuda de una camara de Neubauer y un microscopio éptico.
Posteriormente en una placa de 96 pozos para cultivo celular, se agregd a cada pozo de
la placa 100 ul de medio. Excepto en el primer pozo. Se ajusto la suspension de amibas a
2 X10° en 200 ul y se agregd al primer pozo. Se mezclaron las amibas del primer pozo
con la micropipeta entre 5y 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
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micropipeta entre 5 y 10 veces procurando no hacer burbujas. De este se tomaron 100 pl
y se pasaron al tercer pozo. Se repiti6 este procedimiento hasta llegar al pozo 12

(Rodriguez, 2003). Al terminar ese paso se obtuvo lo siguiente:

‘ POZO No. de CELULAS ‘
1 1000 000
2 500 000
3 250 000
a 125000
5 62 500
6 31250
7 15625
8 7812
9 3906
10 1953
11 976
12 488

Tabla 1. Numero de células por pozo para el ensayo de
Viabilidad Celular por Cristal Violeta.

Posteriormente se incubd la placa a 37°C por 30 min. Se elimind el medio sacudiendo la
placa. Se lavoé suavemente con solucion salina o PBS 1X estéril (dos veces).Se fijaron las
células con 100 ul de metanol por 30 segundos y se retiré el resto de metanol. Se
agregaron 100 pl de solucién de Cristal Violeta a todos los pozos (la solucién se prepard
al 0.1% y se disolvio en agua destilada). Se Incubé de 10 a 15 min a temperatura
ambiente en oscuridad. Se elimind el colorante sacudiendo la placa. Se lavé suavemente

con solucion salina o PBS 1X. Se Solubilizaron las células agregando 100 ul de SDS al
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1% (la solucién se prepara con 1g de SDS y se disuelve en 100 ml de etanol al 50%). Se
leyé en el lector de ELISA a una longitud de onda de 570 nm. La curva patron obtenida se
empled para determinar la CL y la CLs, del extracto metandlico de Cyrtocarpa procera,
siguiendo la técnica de viabilidad celular por Cristal Violeta, los valores de absorbancia se

graficaron contra el nimero de amibas.

Bioensayos del extracto de C. procera

Para probar el efecto del extracto metandlico de Cyrtocarpa procera, se colocé en una
placa de 96 pozos 15,000 trofozoitos por pozo (de la misma forma como se explico
anteriormente) en 150 yL de medio de cultivo, a los pozos se les agregd diferentes
concentraciones del extracto (de 40 a 0.020 mg/mL) y se incubaron a 37°C por un periodo
de 24 horas.

Posteriormente, se realizé la prueba de Viabilidad Celular por Cristal Violeta siguiendo el
mismo procedimiento que se explicé para la curva patron.

Los valores que se obtuvieron se interpolaron en la curva patron y se graficaron para
obtener el resultado del niumero de trofozoitos, y de esta manera saber la concentraciéon

letal (CL) y concentracion letal media (CLso) del extracto metandlico.

Ensayo de citotoxicidad.

La citotoxicidad se realiz6 mediante la técnica de cristal violeta, en la cual se utilizaron
células CaSki (células humanas de cancer cervicouterino) éstas se cultivaron en medio de
cultivo DMEM enriquecido con suero fetal bovino al 10%, y se incubaron con CO, al 5%
a una temperatura de 37°C. Una vez saturada la caja de cultivo se despegaron las células
agregando tripsina y dejando reposar 5 minutos a 37°C, una vez obtenidas las células se
centrifugaron por 10 min a 1500 rpm para ser contadas en la camara de Neubauer. En
placas de cultivo celular de 96 pozos, se colocaron 1.5x10* células CaSki en 100 pL de
medio las cuales se dejaron reposar por 30 minutos para que se adhirieran a la placa.
Posteriormente se afiadieron las diferentes concentraciones del extracto de C. procera
partiendo de la concentracién doble de la CLs, que se obtuvo y se realizaron diluciones

seriadas para los siguientes pozos. Una vez realizado lo anterior, la placa se dejé incubar
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por un periodo de 72 horas a 37°C. La placa se lavd suavemente con solucién salina o
PBS 1 X estéril a 37° C (2 veces). Se fijaron las células con 100 yL de metanol por 30
segundos. Se desechd el metanol y se agregé 100 pL de solucion de Cristal Violeta al
0.1% a todos los pozos y se dejoé incubar de 10 a 15 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad. Se eliminé el colorante, sacudiendo la placa y se lavd suavemente con
solucion salina o PBS 1 X estéril a 37° C (2 veces). Se solubilizaron las células agregando
100 pL de SDS al 1%. La placa se leyd en un lector de ELISA a una longitud de onda de
540nm.

Se determind la Clsy (Concentracion inhibitoria del 50% de la poblacion) mediante un

analisis de Regresién no lineal exponencial.

Caracterizacion quimica

Se realizé una caracterizacién quimica por medio de un analisis con una Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC) utilizando una columna Discovery C-18, de 250 x 4.6
mm, tamafo de particula 5 ym. Corrida isocratica con mezcla de MeOH-acetonitrilo-agua
(25-25-50), flujo de 1 mL/min. Detector de arreglo de diodos (DAD) a longitud de onda de

260 nm con barrido completo 200-400 nm. En la cual se inyecté 30 uL del extracto.

Tratamiento estadistico.

Los datos se graficaron y se realizaron andlisis de regresion que permitieron determinar la
mejor relacion funcional entre las variables y también se realizé el analisis de correlacion,
para conocer el grado de asociacion de las mismas y que se obtuviera con precision el

valor de una de ellas.
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RESULTADOS

Curva patron para los ensayos de viabilidad de los trofozoitos de N. fowleri

Se realizé mediante la técnica de viabilidad celular por cristal violeta, donde la curva se
obtuvo al graficar diferentes numeros de trofozoitos contra sus absorbancias (grafico 1) y
fue empleada para interpolar los datos obtenidos de las absorbancias de las interacciones

del extracto metandlico de C. procera sobre N. fowleri.
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Gréfico 1. Curva patrén de viabilidad celular, datos
obtenidos en tres repeticiones.
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Efecto in vitro del extracto metandlico de C. procera sobre N. fowleri

La interaccion del extracto metandlico de C. procera sobre N. fowleri se realizé mediante
la Técnica de Viabilidad por Cristal Violeta donde la CLsq se obtuvo interpolando las
absorbancias en la curva patron. Se observd que el extracto tuvo un efecto dosis

dependiente sobre N. fowleri, en el grafico 2 se muestra la CLs, del extracto que fue de

1.103 mg/mL.
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Gréfico 2. Interaccion del extracto metandlico de C. procera
sobre N. fowleri, donde la concentracion de la CLs; es de 1.103

mg/mL.
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Curva de Anfotericina B

Se realiz6 una curva para determinar el efecto de la AMB sobre trofozoitos de N. fowleri,
donde se obtuvo una CLs, de 0.113ug/mL, y comparando la CLs, obtenida del ensayo del
extracto metandlico de C. procera sobre N. fowleri que fue de 1.103 mg/mL podemos

decir que N. fowleri es mas susceptible a la AMB que al extracto metandlico de C. procera

(grafico 3).
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Gréfico 3. Curva patrén de la Anfotericina.
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Citotoxicidad celular

Una vez que se demostré que el extracto presentdé un efecto contra N. fowleri, se
considerd importante evaluar si el extracto es citotéxico. Para esta técnica se empleé la
linea celular CaSki (Células de Cancer Cervicouterino Humano) donde se determiné la
Clso (Concentracién Inhibitoria del 50% de la poblacién) mediante la técnica de viabilidad
celular por Cristal Violeta, en el grafico 4 se observa que la Clsy fue de 0.66 mg/mL, y
tomando en cuenta el criterio del Instituto Nacional de Cancer (NCI) que menciona que
para que un extracto se considere citotoxico la concentracion debe ser igual o menor a 20
pug/mL. Por lo tanto lo anterior indica que el extracto de C. procera no es citotoxico debido

a que superoé por mucho la concentracion de referencia.

100+

904 R2= 0.9981

% de Mortalidad
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Gréfico 4. Interaccion del extracto metandlico de C. procera sobre
células CaSki, donde se observa que la Cls, es de 0.66 mg/mL.
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Figura 4. Fotografias tomadas con el microscopio Optico, y observadas a 40x. A) Se

observa una monocapa de células CaSki adheridas al pozo. B) Se observa el pozo donde
la Clso es de 0.66 mg/mL y se presenta el 50% mortalidad de células CaSki. C) Pozo con
la Cl, es decir donde se presenta el 100% de mortalidad y a simple vista se observan
restos de células que se despegaron de la placa.
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Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) del extracto de Cyrtocarpa procera.

Mediante esa técnica se determinaron algunos de los grupos de metabolitos secundarios
presentes en el extracto, en el grafico 5 se observa el cromatograma obtenido. El pico que
se observa con un tiempo de retencién de 2.449 min se identific6 como catequina, ya que
se comparo con el espectro de luz UV y tiempo de retencion del estandar y coincide con
un 98.72% de similitud.
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Grafico 5. Cromatograma del extracto metandlico de C. procera
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DISCUSION

Con base en los resultados se puede afirmar que en este trabajo se presentan por
primera vez evidencias de que el extracto de C. procera tiene actividad contra N. fowleri.
Es importante mencionar que son muy pocos trabajos sobre C. procera y este es el

primero que reporta su actividad contra amibas de vida libre.

El extracto presentd un efecto amebicida contra N. fowleri, lo que se puede atribuir a la
presencia de fenilpropanoides como flavonoides, flavonoles, entre otros los cuales estan
ampliamente distribuidos en plantas y en zonas especificas de la planta y que por sus
propiedades se han usado en la medicina antigua y en la actualidad también reciben el

nombre de productos naturales (Avalos y Pérez, 2009).

Los flavonoides son los compuestos polifenélicos mejor estudiados que se caracterizan
por tener una estructura de tres anillos formada de dos centros aromaticos y un
heterociclo central oxigenado. Dentro de los flavonoides se incluyen a las flavonas,

flavanonas, catequinas y antocianinas (Drago et al., 2006).

Se conocen mas de 8 000 compuestos fendlicos los cuales son formados por las vias del
acido shikimico o via del malonato/acetato. La funcién de los flavonoides es atraer
polinizadores, proteger por ejemplo de patdgenos fungicos y de la radiacion UV (Leyva et
al, 2011; Cushnie y Lamb, 2005).

Se ha reportado que los flavonoides poseen propiedades utiles como actividad
antimicrobiana, actividad antioxidante, actividad anti-inflamatoria, actividad estrogénica y

actividad antitumoral citotoxica (Cushnie y Lamb, 2005).

Estos resultados coinciden con lo reportado por Belosfky et al en 2006 donde
demostraron el efecto de isoflavonas presentes en Dalea aurea sobre N. fowleri, sin
embargo su estudio solo consistié en observar como afectaba el crecimiento en el cultivo

de la amiba.

27



Cuéllar Diaz | 2015

Se ha comprobado el efecto de extractos metandlicos ricos en fenilpropanoides de
diversas plantas mexicanas contra trofozoitos de Trichomonas vaginalis, Entamoeba
histolytica y Giardia lamblia (Calzada et al., 2005 y 2007) asi como también ha sido
reportado el efecto in vitro antiplasmédico, antileishmanial y antitripanosomal de diversos
flavonoides como catecol, catequinas, flavanos y flavanoles (Ramirez et al., 2010), asi
mismo se ha reportado el efecto de flavonoides sobre Candida albicans y Candida krusei
(Deliorman et al., 2010; Peralta et al., 2012). Por otro lado también se comprobé el efecto

in vivo de tres flavonoides sobre Giardia lamblia (Barbosa et al., 2007).

En el presente trabajo se confirma lo sefalado por Martinez en 2009 donde reporté que el
extracto metandlico de C. procera presentd actividad antibacteriana principalmente en
cepas gram positivas y actividad antifiUngica sobre el hongo dermatofito (Trichophyton
mentagrophytes), estos resultados coinciden con Orozco (2010), lo cual es un
antecedente importante para combatir a N. fowleri debido a que la AMB es un antifungico

y es el unico farmaco efectivo contra N. fowleri.

La catequina es un flavonoide encontrado en el extracto de C. procera, este compuesto es
de gran interés como compuesto farmacéutico debido a su amplia gama de usos
terapéuticos como antioxidantes, asi como su actividad antimicotica y antibacteriana. La
catequina y sus derivados son compuestos muy comunes presentes en diferentes plantas,
estos tienen la caracteristica de ser absorbidos facilmente por el ser humano (Martinez,
2005) entre sus efectos se ha reportado actividad in vitro contra parasitos de la sangre
como Trypansoma cruzi en dos diferentes estadios de su desarrollo (Ramirez et al.,
2010), asi como el efecto antiflingico de las catequinas sobre C. albicans (Navarro et al.,
2006; Hirasawa y Takada, 2004). También se ha comprobado que las catequinas inducen
fugas en las membranas lipidicas causando dafio, lo cual afecta su metabolismo y eso es
critico para la supervivencia de cualquier célula (Tamba et al., 2007). Por otro lado Ikigai
et al en 1993 demuestra que las catequinas causan fuga rapida de pequefias moléculas
atrapadas en el espacio intraliposémico, debido a que las catequinas interactuan con la

membrana e interrumpen la funcién de la barrera.
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Con base a estos resultados se demuestra que el extracto metandlico de C. procera tiene
actividad amebicida contra N. fowleri, sin embargo era importante evaluar si el extracto es
téxico ya que como se ha mencionado anteriormente el problema con la AMB no radica
en su efectividad sino en su alta toxicidad y efectos colaterales que la acompanan.

Se determiné para el extracto de C. procera una Clsp= 0.66 mg/mL y tomando como
referencia el criterio del CNI de E.U., en el cual se considera que para que un extracto
tenga un efecto citotoxico activo el valor de Clsg, tras la incubacion ente 48 y 72 horas,
debe ser maximo de 20 yg/mL o menos y para un compuesto puro es de 4 ug/mL o
menos (Geran et al.,, 1972; Swanson y Pezzuto, 1990; Sri et al., 2009), lo anterior

demuestra que el extracto de C. procera no es citotéxico.

Sobre la toxicidad, de la familia Anacardiaceae se han aislado fenoles téxicos como
catecoles, resorcinoles y biflavonoides, estos compuestos inhiben el crecimiento de
algunos hongos patégenos como son Alternaria y Fusarium (Aguilar- Ortigoza et al.,
2003). Por otro lado también se han aislado compuestos como polifenoles, flavonas,
triterpenoides en la familia Anacardiaceae (Maiga et al., 2006). Con respecto a C. procera
existe poca informacioén, sin embargo existen dos reportes (Martinez, 2009; Orozco, 2010)
que sefalan que el extracto obtenido de la corteza es altamente téxico de acuerdo al
ensayo de toxicidad general utilizando Artemia salina. Estos datos no concuerdan con
nuestros resultados ya que mediante la técnica de viabilidad celular, utilizando células
cancerigenas CaSki, y de acuerdo al criterio del CNI, no es citotoxico, esto se puede
deber a factores como la resistencia de la linea celular también como lo menciona (Varé
et al., 1998) que existen diferencias en la biologia y fisiologia entre especies y cepas del
género Artemia y éstas pueden provocar variaciones en las sensibilidades de las distintas
formas a los mismos compuestos. Estas observaciones alertan sobre el uso
indiscriminado de cualquier fuente de Artemia spp., € indican la importancia de reoptimizar
el bioensayo general para cada nueva especie y/o cepa usando compuestos de referencia
para establecer el grado de sensibilidad de la cepa empleada. También, debe
corroborarse en cada caso la correspondencia entre la actividad frente a este organismo y
la actividad plaguicida de interés, pues existen autores que sugieren que la ausencia y/o
presencia en A. salina de estructuras desarrolladas como receptores puede generar la

posibilidad de obtener falsos resultados (Serrano et al., 1996). Sin embargo estos
29
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estudios se realizaron con los compuestos aislados y en el presente trabajo se realizé con

un extracto metandlico crudo que contenia fenilpropanoides y no solo catequina.

Cabe aclarar que todos estos resultados provienen de experimentos in vitro por lo que es
necesario realizar pruebas in vivo para comprender mejor la accion del extracto y por otra
parte realizar un fraccionamiento del mismo para conocer su composicion quimica y tratar
de elucidar los mecanismos moleculares de los compuestos no sélo sobre las células
cancerigenas sino también sobre los trofozoitos de N. fowleri. Hacen falta mas estudios

sobre las propiedades biolégicas del extracto metandlico de C. procera para poder

proponer diversos usos potenciales.

CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo se concluye lo siguiente:

e El extracto metandlico de C. procera presenté efecto amebicida sobre N. fowleri.

e El extracto metandlico de C. procera no presenté efecto citotdxico.

e Los compuestos principales presentes en el extracto de C. procera pertenecen al

grupo de los fenilpropanoides, entre ellos catequinas.
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