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Resumen
La leishmaniosis es una enfermedad producida por parasitos intracelulares del género

Leishmania, esta enfermedad es transmitida por la picadura de moscas chupadoras de
sangre (géneros Phlebotomus y Lutzomyia) contaminadas a partir de humanos o animales
infectados.

La leishmaniosis tiene una amplia distribucién geografica, es endémica en 88 paises del
mundo y abarca zonas tropicales y subtropicales. En la Republica Mexicana se han
reportado casos de leishmaniosis en 19 estados.

El tratamiento de la Leishmaniosis no es facil y esta limitado a unos cuantos
medicamentos que no siempre son eficaces y se asocian a importantes efectos adversos.
La necesidad de encontrar medicamentos que superen las desventajas que ofrecen los
medicamentos que estan disponibles en el mercado sustenta la busqueda y el desarrollo
de nuevos compuestos para el tratamiento de la enfermedad. Actualmente no existe
ningun tratamiento toépico para tratar la leishmaniosis cutanea.

Debido a esto resulta necesario buscar nuevas alternativas terapéuticas para combatir
esta enfermedad, una de estas alternativas es el uso de productos naturales derivados de
plantas medicinales como Bursera arida, la cual ha sido reportada con uso para el
tratamiento de problemas intestinales, respiratorios y enfermedades en la piel. En esta
tesis se evalué la actividad antileishmanica de la corteza de B. arida por la técnica de
viabilidad celular por MTT, se evaluo el efecto in vivo del extracto sobre el tamafio de la
lesion producida por Leishmania mexicana. Posteriormente se determind el efecto del
extracto en la producciéon de citocinas (TNF-a e IL-4) mediante la técnica de ELISA. Se
determiné la carga parasitaria en las lesiones mediante la técnica de dilucion limitante. A
continuacion se realizaron cortes histolégicos para demostrar in situ el efecto del extracto
sobre la lesidn.Finalmente se determind la composicion quimica del extracto de B. arida

por medio de Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas

El extracto de B. arida presentd actividad antileishmanica en la fase de promastigote,
mostrando una actividad dosis dependiente con una CLsyde 0.012 mg/ml. Se identificaron
ocho metabolitos secundarios con diferentes actividades bioldgicas entre las que se
encuentran antiinflamatorios, actividad contra protozoarios, anticancerigenos. Se presentd
una disminucion in vivo sobre el tamafio de la lesiéon y en la carga parasitaria. El extracto
metandlico de B. arida presentd una disminucién en la produccion de citocinas

proinflamatorias y un aumento en las citocinas antiinflamatorias (TNF-a e IL-4), y



finalmente el extracto metandlico de la corteza de B. arida presenté una disminucién in
situ sobre la cantidad de histiocitos e infiltrado inflamatorio en la lesion producida por L.

mexicana.



Introduccién

Leishmaniosis

La leishmaniosis es una enfermedad producida por parasitos intracelulares del orden
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae y género Leishmania. La enfermedad es
transmitida por la picadura de moscas chupadoras de sangre (géneros Phlebotomus y
Lutzomyia) contaminadas a partir de humanos (leishmaniosis antropozoondtica) o
animales infectados (leishmaniosis zoondtica) (1).

Distribucion

La leishmaniosis tiene una amplia distribucién geografica, es endémica en 88 paises del
mundo y abarca zonas tropicales y subtropicales. En América ha sido descrita en 24
paises (2).

La incidencia global de leishmaniosis se estima a dos millones de casos por afo y esta
aumentando rapidamente, lo que hace que sea una prioridad para el programa de
enfermedades tropicales de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). De los dos
millones de nuevos casos de leishmaniosis que se producen cada afio, aproximadamente

tres cuartas partes son casos de leishmaniosis cutanea (3).

En la Republica Mexicana se han reportado casos de leishmaniosis en 19 estados (4).

La leishmaniosis actualmente se ha identificado en el suroeste de México, Veracruz, San
Luis Potosi, Tamaulipas, Nuevo Ledn, Coahuila, Michoacan y Nayarit. La manifestacion
clinica de “La ulcera del chiclero” se caracteriza por lesiones en el cartilago auricular que
puede llegar a la necrosis total y se presenta inflamacion en los ganglios linfaticos

cercanos al sitio de infeccién (4).

Ciclo de vida
El ciclo biolégico del parasito Leishmania es asexual y heteroxeno, comprende el paso

alternativo entre la forma de amastigote, que se localiza en las células del sistema
fagocitico mononuclear del mamifero hospedador y la forma de promastigote, que
parasita al vector invertebrado (Fig. 2)

En los tejidos del huésped (hombre, canidos, roedores), los parasitos se encuentran en
forma de amastigote con una morfologia ovalada o redondeada, es inmovil y mide entre
dos a tres micras de didmetro. El nucleo es voluminoso, esférico y generalmente
excéntrico. Préximo al nucleo se encuentra el cinetoplasto, una estructura mitocondrial

especializada que contiene ADN extracelular. El cinetoplasto tiene forma bacilar y esta



asociado a un flagelo rudimentario que no se extiende fuera del parasito, por lo que es
poco visible y se le conoce como rizoplasto. Los amastigotes son fagocitados por los
macrofagos de piel y tejido celular subcutaneo, donde se reproducen intracelularmente
por fisidn binaria hasta que provocan el estallido celular y pasan a parasitar nuevas
células. Al picar la mosca chupadora de sangre (Phlebotomus y Lutzomyia) (Fig. 1) en la
piel del vertebrado se forma una lesion con sangre y macréfagos de la dermis en donde
estan los parasitos, este material es succionado y llega a la luz del tubo digestivo de la
mosca; alli los parasitos se alargan, desarrollan rapidamente el flagelo y constituyen las
formas moviles o promastigotes, de forma alargada, que presentan una longitud de
aproximadamente 20 micras. Tienen un nucleo central oval, un cinetoplasto terminal o
subterminal, y en la parte anterior del parasito se origina un flagelo casi de igual longitud
que el cuerpo. Cuando los estadios intermedios llegan a promastigotes metaciclicos
migran hacia la probédscide del vector y son inoculados cuando éstos intentan tomar sus
alimentos. Existe predileccién de ciertas especies de Leishmania para reproducirse en
diferentes partes del tubo digestivo del vector, lo cual ha dado lugar a una clasificaciéon en
tres grupos: Hypopyloria en la parte posterior del tubo digestivo, Suprapyloria en la
anterior y Peripyloria en ambas partes. La reproduccion también se hace por division
binaria. Los promastigotes infectantes migran a la parte anterior del insecto desde el
intestino a la faringe y aparato bucal (picador-perforador) hasta que son inoculados, al
comienzo de la picadura a un nuevo huésped, éstos son captados por los macréfagos de
piel y tejido celular subcutaneo y pueden alcanzar las mucosas como ocurre con L.
braziliensis, o macréfagos de bazo, higado, médula ésea y ganglios linfaticos como en el
caso de L. donovani o L. infantum.

El tiempo que toma el vector para ser infectante es de aproximadamente 10 dias.

En la naturaleza, la infeccion de los vectores es baja, por lo tanto se requiere que piquen

repetidas veces (5).

Fig. 1.Vector transmisor de Leishmania (Géneros Phlebotomus y Lutzomyia).
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Fig. 2. Ciclo de vida de Leishmania.

Cuadro clinico
Las leishmaniosis son zoonosis que pueden afectar la piel, las mucosas o las visceras

resultado del parasitismo del protozoario flagelado del género Leishmania en los
macrofagos, introducido al organismo por la picadura de un insecto flebétomo. Las
presentaciones clinicas de la enfermedad varian de acuerdo con la especie de
Leishmania, la respuesta inmune del hospedero y el estado evolutivo de la enfermedad.
La especie infectante esta determinada por el vector que la transmite; y a su vez la
presencia del vector esta determinada por las condiciones ecoldgicas de cada region. Las
formas de presentacion clinica de leishmaniasis son: la forma cutanea, mucosa o

mucocutanea y visceral (6).



Leishmaniosis mucocutanea

La leishmaniosis mucosa o mucocutanea es una forma de leishmaniosis que ocurre como
resultado de la diseminacion linfohematdégena del parasito. La forma deformante de la
enfermedad puede causar mortalidad y se puede presentar de manera simultanea con las
lesiones cutaneas o en el periodo de los dos a tres afios siguientes de las lesiones en piel
o por contigtidad. Afecta las mucosas de las vias areas superiores (nariz, faringe, boca,
laringe, traquea) (Fig.3). De 3 a 5% de los pacientes con Leishmaniosis cutanea pueden
desarrollar lesiones mucosas y esta relacionada con especies mucotropicas de L.
braziliensis. El 50% de los casos se manifiesta durante los dos primeros afios posteriores

a la aparicion de la ulcera cutanea inicial (6).

Fig. 3. Leishmaniosis mucosa o mucocutanea.

Leishmaniosis visceral

La leishmaniosis visceral es una enfermedad de progresiéon lenta del sistema
reticuloendotelial. Su importancia radica en que una vez iniciado su cuadro clinico, en

ausencia de tratamiento, puede ser mortal (6).

Se caracteriza por fiebre, esplenomegalia y/o hepatomegalia, poliadenopatias, anemia,
leucopenia, trombocitopenia y debilidad progresiva (Fig.4). La fiebre tiene comienzo
gradual o repentino, es persistente e irregular. Se puede presentar diarrea e infecciones
respiratorias. En estudios de foco se ha determinado la presencia de cuadros subclinicos
dados por leve pero persistente hepatomegalia que pueden evolucionar hacia la
resolucion espontanea (6).

La puerta de entrada del parasito al hombre o a los animales es la piel, a través de la

picadura del vector. Por mecanismos que son desconocidos migran a higado, médula



6sea y bazo, alterando la arquitectura esplénica y produciendo reacciones

granulomatosas auto limitadas a nivel hepatico (6).

Fig. 4. Leishmaniosis visceral.

Leishmaniosis cutanea

La leishmaniosis cutanea (LC), existe dos formas clinicas principales: LC localizada (LCL)
y LC difusa (LCD) (7).

Las formas clinicas varian desde lesiones cerradas como papulas, nddulos y placas que
pueden ser de aspecto verrugoso hasta las formas Ulceradas (Fig.5). La ulcera es
redondeada, de bordes elevados, eritematosos, acordonados, con centro granulomatoso
limpio y base infiltrada. Regularmente son indoloras y de crecimiento lento. Cuando hay
sobreinfeccion bacteriana se tornan dolorosas, de fondo sucio, secreciéon purulenta,
recubiertas por costra de aspecto mielisérico, eritema periférico y signos inflamatorios
locales. Se pueden presentar como lesiones Unicas o multiples y ocasionalmente como
lesiones erisipeloides. La enfermedad puede tornarse crénica luego de 12 semanas sin
cierre de la ulcera o con la transformacion de la misma en una placa verrugosa de bordes
elevados recubiertos con escamas y/o costras que coinciden con los borde de la cicatriz
de la lesion inicial. Entre los diagnosticos diferenciales para leishmaniosis cutanea se
deben considerar:

Lesiones ulcerosas: Ulceras traumaticas, Ulceras vasculares y linfaticas, pidgenas,
esporotricosis fija y linfangitica, paracoccidioidomicosis, tuberculosis cutanea (TBC),
ulceras por micobacterias atipicas, pioderma gangrenoso y tumores malignos ulcerados, e
infecciones por cocos gram positivos. Lesiones papulosas, nodulares o en placas:
picaduras de insecto con formacion de granuloma, lepra, sarcoidosis, psoriasis. Lesiones
verrugosas: cromomicosis, tuberculosis verrugosa, histoplasmosis, lobomicosis,
carcinomas espinocelulares. Formas linfangiticas: esporotricosis, Ulceras por

micobacterias atipicas (6).



Fig. 5. Leishmaniosis cutanea.

Tratamiento
El tratamiento de la Leishmaniosis no es facil y esta limitado a unos cuantos

medicamentos que no siempre son eficaces y se asocian a importantes efectos adversos.
Se cree que en algunos casos que muestran curacion clinica, el parasito no ha sido
eliminado totalmente del cuerpo, esto probablemente se debe a las complejas
interacciones que se dan entre el parasito y el sistema inmune del ser humano. El género
Leishmania ha desarrollado numerosas estrategias para poder evadir la respuesta
inmune, tales como la inhibicion de la funcién de los macréfagos y la alteracién de las vias
de senalizacion intracelular (7).

El arsenal terapéutico disponible para el tratamiento de la Leishmaniosis, asi como de
otras enfermedades tropicales es bastante precario. En la actualidad existen dos series de
medicamentos en uso: los antimoniales y los no-antimoniales. El tratamiento basico de la
enfermedad consiste en la administracion de estibogluconato sédico (Pentostam),
antimoniato de Nmetil- glucamina (Glucantime), ambas drogas de primera generacion y

pentamidina o anfotericina B, ambas de segunda generacion.

Antimoniales

A pesar de que estos farmacos son los de primera linea, presentan una eficacia limitada
y algunas veces toxicidad y efectos adversos significantes. Dentro de los compuestos
antimoniales destacan los complejos de antimonio trivalentes tales como el tartrato de
antimonio y potasio (tartrato emético), antimoniato de bis-catecol-3,5-disulfonato sédico
(Stibophen, Repodral, Fuadina) y tioglicolato de sodio y antimonio, los antimoniales
pentavalentes como el antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime, antimoniato de

meglumina), gluconato sdodico de antimonio(V)m (Pentostan, Solustibosan,
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estibogluconato sddico) (Fig.6.) y estibamina (nombre comercial de la urea estibamina).
Sin embargo, debido a la cardiotoxicidad y a la intolerancia gastrointestinal de los
antimoniales trivalentes, Sb(lll), son los pentavalentes, Sb(V), los que presentan mayor
uso terapéutico. Entre los medicamentos antimoniales mas consumidos en el mundo, se

destacan el Pentostan, Glucantime y el Solustibosan (7).

CH,OH HOH,C
(l.‘,HOH HOHC'?
CHO OH o} OH(|:
(|3HO Sb o Sb OH(|3 3NaT
<|:Ho OH(|3
(|:oo ooc|:

Fig. 6. Estructura quimica de estibogluconato de sodio.

En relacion a la resistencia, se observa que una vez que esta es establecida para
complejos trivalentes, se produce paralelamente una alta incidencia en la resistencia a
complejos pentavalentes. Sin embargo se ha observado también un aumento de la
susceptibilidad a drogas de segunda generaciéon como la pentamidina y anfotericina B lo
cual podria explicarse por la intervencion de distintos sistemas de transporte que utilizan
los compuestos antimoniales y farmacos organicos. Una alternativa a la reduccion de la
toxicidad es el uso de nuevos sistemas de liberacion tales como liposomas,
nanotecnologia y polimeros (7).

Mecanismo de accidon de antimoniales pentavalentes
El blanco de los agentes quimioterapicos en leishmaniasis es el amastigote intracelular

que escapa de los mecanismos naturales de destruccién y que sobrevive y se multiplica
dentro de la vacuola parasit6fora del macréfago tisular cuyo pH acido facilita la nutricion y
la homeostasis del parasito (8).

Las diversas especies de Leishmania aparentemente ocupan macréfagos distintos y
ejercen actividades de adaptacion variadas, lo que podria explicar, al menos en parte, la
diversidad en la respuesta a los medicamentos. Los mecanismos de accién de los

antimoniales pentavalentes aun no estan totalmente dilucidados pero sabemos que la



forma pentavalente del antimonio se transforma dentro del amastigote en antimonio
trivalente que es mas toxico y mata al parasito por accion sobre la enzima reductasa que
depende de tiol (TDR1) y por inhibicidn de la tripanotion reductasa, afectando de esta
manera la via del metabolismo tiol que participa en la sintesis de deoxirribonucleétidos, en
la conjugacion, secuestro y transporte de metales y medicamentos, en la depuracion de
radicales toxicos del oxigeno. Al inhibirse las enzimas involucradas en el metabolismo tiol,
el parasito queda expuesto intracelularmente a la accion de los metabolitos reactivos del
oxigeno que lo matan (8).

En los parasitos resistentes a Sb V hay niveles aumentados de las enzimas del
metabolismo tiol antes mencionadas, que depuran los radicales toxicos del oxigeno
eliminando este mecanismo de ataque al parasito y permitiendo la preservacion y
multiplicaciéon de los amastigotes dentro de los macréfagos. Hay, ademas, una
modificacion en el transporte del medicamento que frena su ingreso y acelera la salida del
parasito disminuyendo las concentraciones citoplasmaticas que podrian ser fatales para el

microorganismo (8).

Pentamidina

La pentamidina es la droga de segunda generacion mas comunmente recomendada a
pesar de que también presente efectos adversos significantes y requiera la administracion
parenteral. En la forma catidnica puede presentarse como isotionato o clorhidrato. La
pentamidina es una molécula de gran interés en el tratamiento de leishmaniosis visceral y
mucocutanea insensible a antimoniales pentavalentes (Fig.7). La alta toxicidad de esta
droga, con relatos de muerte repentina, es un factor limitante de su empleo terapéutico.
Dentro de los principales efectos adversos o colaterales estan la hipoglicemia,

hipotension, alteraciones cardioldgicas y nefrotoxicidad (8).

O~_~"~_"0
NH

NH

Fig. 7. Estructura quimica de Pentamidina.

Mecanismo de accion de la Pentamidina
Se ha reportado que el isetionato de pentamidina tiene efectos sobre el sistema inmune
ya que actua como inmunomodulador, especificamente altera la secrecion de citocinas,

elementos claves en la respuesta celular frente a microorganismos. Se ha observado que
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el isetionato de pentamidina inhibe la produccién de varias citocinas que participan en el
proceso inflamatorio como la IL-13, TNF-a en macrofagos de rata y en seres humanos
infectados con Pneumocystis carinii respectivamente. La IL-6 y citocinas quimiotacticas
(MCP-1, GRO-a e IL-8) en experimentos con sangre total humana también se han visto
moduladas por el isetionato de pentamidina. Ademas, se ha determinado que el isetionato
de pentamidina exhibe toxicidad selectiva sobre esplenocitos, situacion observada en
cepas de ratén susceptibles a Leishmania (9).

La pentaminida es una diamidina aromatica, que ha sido usada clinicamente para tratar
enfermedades como la tripanosomiasis, leishmaniosis y neumonia causada por P. carinii
por mas de 70 afos; este farmaco es considerado una alternativa en el tratamiento de la
leishmaniosis para casos de resistencia (cada vez mas frecuentes) a los antimoniales
pentavalentes (SbV) y hasta el momento no se ha elucidado con claridad su mecanismo
de accion (9).

Se postula que posiblemente el isetionato de pentamidina, ingresa a la célula parasitica
por una via mediada por transportadores que reconocen diamidinas con alta afinidad v,
acumula rapidamente en la mitocondria, donde se une al kinetoplasto, lo cual puede

generar la disminucion o el colapso del potencial de la membrana mitocondrial (9).

Anfotericina B

La anfotericina B, es un antibiético macrélido derivado de una cepa de Streptomyces
nodosus (Fig.8.) pertenece al grupo de los farmacos leishmanicidas de segunda
generacién y es usado extensivamente en el caso de fallas en el tratamiento con
compuestos antimoniales. A pesar de su elevada toxicidad y de requerir también
administracion parenteral, la anfotericina B ha sido propuesta como agente terapéutico de
primera linea para la leishmaniasis visceral y para la infeccién sistémica por hongos (10).

Estudios clinicos de fase Il con una forma liposomal de anfotericina B mostraron que es
de hecho menos toxica que la forma inyectable convencional, reduciendo

considerablemente su nefrotoxicidad (10).
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Fig. 8. Estructura quimica de Anfotericina B.

El mecanismo de accién, asi como de toxicidad, envuelve la formaciéon de poros
artificiales a lo largo de la membrana celular del parasito y del huésped, alterando la
permeabilidad selectiva a cationes y llevando a la muerte celular (10).

En el caso de Leishmania, la letalidad del antibidtico es agravada por lisis coloidal
osmoética debido al influjo idnico exacerbado. Ya en el caso de los hongos, a pesar de que
la pared celular reduce este influjo osmético, la alteracion del pH interno debido a la
permeabilidad a H'/OH produce también dafios celulares. La anfotericina B también
interfiere en la sintesis del ergosterol, un importante componente de la membrana (10).
Durante mas de 50 afos los derivados de antimonio pentavalente han sido los
medicamentos de eleccion. En la actualidad, el pentostam (gluconato sdédico de
antimonio) y el glucantime (antimoniato de meglumina) son las formas de antimonio
pentavalente existentes en el mercado. Estas no son eficaces contra todas las especies,
resultan en particular poco sensibles L. aethiopica y L. major. Su eficacia contra las
especies normalmente susceptibles no es de cien por ciento y es cada vez mayor el
numero de cepas que desarrollan resistencia a los derivados de antimonio pentavalente.
Su uso ha sido limitado por los efectos adversos, y es causa frecuente de interrupcioén del
tratamiento. De la anfotericina B se han desarrollado formulaciones en lipidos (alphocil y
ambisone) con menor toxicidad y adecuada eficacia, pero el precio no es accesible a la
mayoria de la poblacion afectada. La anfotericina B es un antifungico de potente actividad
in vitro e in vivo contra Leishmania, no obstante, puede causar anafilaxis, trombocitopenia,
dolor generalizado, convulsiones, fiebre, escalofrios, flebitis, anorexia, anemia,

insuficiencia renal (glomerulolubular) e hipocalcemia (10).

La pentamidina y la Anfotericina B son medicamentos de segunda linea y se emplean en

pacientes que no responden al tratamiento con antimonio pentavalente. La pentamidina,
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por excretarse en forma prolongada, permite, a diferencia de los Sb V, su administracion
en dias alternos, pero tiene el inconveniente de ser mas toxica y mas costosa que el Sb V.
Por su parte, la Anfotericina B es muy efectiva para cualquiera de las formas clinicas, pero
debido a su toxicidad se requiere una administracion intrahospitalaria. Aunque existe una
formulacion liposomal de Anfotericina B menos téxica, su costo es mayor, lo que dificulta
Su consecucion, especialmente en paises en vias de desarrollo, donde la leishmaniosis es

endémica y los gobiernos subsidian los tratamientos (11).

La necesidad de encontrar medicamentos que superen las desventajas que ofrecen los
medicamentos que estan disponibles en el mercado sustenta la busqueda y el desarrollo
de nuevos compuestos para el tratamiento de la enfermedad. Actualmente no existe
ningun tratamiento tépico para tratar la leishmaniosis cutanea (11).

Los productos naturales o compuestos derivados de ellos proporcionan una fuente
valiosa de medicamentos gracias al contenido de numerosas moléculas con una variedad
de actividades farmacoldgicas. La inmensa diversidad quimica y el amplio rango de
actividades biologicas de las plantas han permitido el desarrollo de miles de drogas
farmacologicas. Es asi como en los ultimos 25 afos, de 1010 nuevas sustancias
aprobadas para el manejo clinico de diferentes enfermedades, 490 (48,5%) son de origen

natural (11).

Medicina tradicional
La medicina tradicional es todo el conjunto de conocimientos, aptitudes y practicas

basados en teorias, creencias y experiencias indigenas de diferentes culturas, sean o no
explicables, usados para el mantenimiento de la salud, asi como para la prevencién, el
diagndstico, la mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas o mentales.

En diversos estudios se ha puesto en evidencia que la medicina tradicional se utiliza
ampliamente en las distintas regiones del mundo para el tratamiento de un importante
nimero de enfermedades y padecimientos. En Africa, aproximadamente 80% de la
poblacién recurre a la medicina tradicional para resolver sus problemas de salud. En Asia
y Latinoamérica, las poblaciones siguen utilizando la medicina tradicional como resultado
de circunstancias historicas y creencias culturales. En China, 40% de la atencion sanitaria
esta a cargo de la medicina tradicional. Se estima que en los paises latinoamericanos
mas de 50% de la poblacién sigue atendiéndose y percibiendo sus problemas de salud de

acuerdo con los patrones de su medicina tradicional (12).
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El 80% de la poblacion mundial, mas de cuatro mil millones de personas, utiliza las

plantas como principal remedio medicinal, segun nos sefala la OMS (13).

En México el uso de plantas medicinales es una tradicion cultural acumulada a través de

los siglos en relacion al conocimiento del uso tradicional de la flora (14).

Son plantas medicinales todas aquellas que contienen en alguno de sus o6rganos
principios activos, los cuales administrados en dosis suficientes producen efectos
curativos en las enfermedades de los hombres y de los animales en general. Se calcula
que de las 260.000 especies de plantas que se conocen en la actualidad el 10% se
pueden considerar medicinales, es decir, se encuentran recogidas dentro de los tratados
médicos de fitoterapia, modernos y de épocas pasadas. Evidentemente sobre todo en las
regiones ecuatoriales, la proporcion de especies medicinales puede variar sensiblemente
de este porcentaje, ya que ni siquiera se conoce la totalidad de la flora (15).

En la medicina tradicional mexicana el uso de plantas en forma de extractos crudos,
infusiones 0 yesos es una practica generalizada para el tratamiento comun de
infecciones. Hay una extensa bibliografia etnobotanica que describe las especies mas
frecuentes utilizadas por la poblacién para curar enfermedades gastrointestinales,
infecciones respiratorias, urinarias y de la piel (16).

Las propiedades curativas de las plantas medicinales se deben a diversas sustancias
quimicas que han desarrollado para su defensa contra condiciones de estrés bibtico y
abidtico, para defenderse del dafio ocasionado por la herida y el ataque por insectos o
microorganismos patégenos, las plantas sintetizan enzimas que degradan la pared celular
de microorganismos o que tienen la capacidad de inactivar toxinas de origen microbiano.
La composicion y estructura de la pared celular vegetal también cambian, formando una
barrera mas rigida y menos digerible para los insectos. Estas respuestas de defensa a su
vez se combinan con el desarrollo de estructuras contra sus depredadores, tales como las
espinas, las espigas, los tricomas y los pelos glandulares, asi mismo y como parte de la
proteccidbn quimica, otra estrategia utilizada por las plantas es la produccion de
metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana, en contra de herbivoros o con
actividad antioxidante. Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso
molecular que no solamente tienen una gran importancia ecologica porque participan en
los procesos de adaptacion de las plantas a su ambiente, como en el establecimiento de

la simbiosis con otros organismos y en la atraccion de insectos polinizadores y
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dispersores de las semillas y frutos, sino también, una sintesis activa de metabolitos
secundarios se induce cuando las plantas son expuestas a condiciones adversas tales
como: el consumo por herbivoros, el ataque por microorganismos, competencia por el
espacio de suelo, luz y nutrientes entre las diferentes especies de plantas exposicion a la
luz u otros factores de estrés abiético.

En la actualidad se conocen aproximadamente 20, 000 estructuras de metabolitos
secundarios que por su composicion quimica son clasificados en dos grupos principales,
nitrogenados y no nitrogenados. Los metabolitos que contienen nitrégenos incluyen a los
alcaloides, aminoacidos no proteicos, aminas, glucésidos cianogénicos y glucosinolatos.
Los metabolitos secundarios no nitrogenados se dividen en terpenoides, poliacetilenos,

policétidos y fenilpropaniodes (17).

Metabolitos secundarios

Terpenoides o isoprenoides

Se derivan de la fusion de unidades de cinco carbonos llamada isopreno (C5) (Fig.9.) y
se clasifican de acuerdo al numero de unidades de isopreno que los forman. En plantas,
los isoprenos basicos para la sintesis de terpenos son el isopentil pirofosfato (IPP) o su
isdmero dimetilalil pirofosfato (DMAPP). Para sus sintesis existen dos vias, una es la ruta
del mevalonato y que se realiza en los plastidios. Los sesquiterpenos, triterpenos vy
politerpenos se producen en el citosol y en el reticulo endoplasmico, mientras que los
monoterpenos, diterpenos, tetraterpenos y algunas quinonas preniladas se originan en los
plastidos. Los terpenoides tienen actividad antimicrobiana, gran actividad antioxidante, por

lo cual son de gran importancia para las plantas (17).
CH,

CH,— c— CH=CH,
Fig. 9. Estructura quimica de Isopreno.

Alcaloides
Son compuestos heterociclicos que generalmente se sintetizan a partir de aminoacidos
tales como triptéfano, tirosina, fenilalanina, lisina, arginina y ornitina solos o0 combinados

con terpenoides; también se pueden derivar de purinas y del acetato de los policétidos.
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Los alcaloides se pueden dividir en: alcaloides isoquinolinicos, alcaloides quinolizidinicos,
alcaloides pirrolizidinicos, alcaloides tropanicos y alcaloides indolicos (17).

Se llaman alcaloides (de alcali, alcalinos, y oide, parecido a, en forma de) a aquellos
metabolitos secundarios de las plantas sintetizados generalmente a partir de aminoacidos,
son por tanto nitrogenados. Son basicos (excepto colchicina), y poseen accion fisioldgica
intensa en los animales aun a bajas dosis con efectos psicoactivos, por lo que son muy
usados en medicina para tratar problemas de la mente y calmar el dolor. Ejemplos
conocidos son la cocaina, la morfina, la atropina, la colchicina, la quinina, cafeina, quinina

(Fig. 10) es empleada en el tratamiento de la malaria, antibacteriana (18).
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N

(@]

Atropina Quinina

Fig. 10. Ejemplos de alcaloides.
Fenoles simples C¢
En este grupo se incluyen compuestos poco abundantes en la naturaleza y de escaso
valor terapéutico a excepcion de la hidroquinona que en forma de glucésido se localiza en
algunas plantas medicinales pertenecientes a las familias Ericaceae y Rosaceae. De
todas ellas las mas empleadas por su poder antiséptico de vias urinarias son la guayaba y
algunos tipos de brezo. Se clasifican a su vez en Difenoles: catecol y resorcinol,

Monofenoles: fenol, y Trifenoles: pirogalol, florogucinol y hidroxi- hidroquinona (Fig.11)
(18). OH OH OH

OH

Fig. 11. Ejemplos de estructura quimica de fenoles.
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Acidos fenélicos C¢-C,
Los acidos fendlicos que tienen interés terapéutico son derivados del acido benzoico o del

acido cinamico (cafeico, ferulico, p-cumarico) (Fig.12). Entre las plantas medicinales que
poseen acidos fenodlicos se destaca la alcachofa con actividad colerética, el ortosifon con
actividad diurética y la equinacea empleada por sus propiedades inmunoestimulantes.
Igualmente se incluye reina de los prados y sauce, que poseen derivados del acido

salicilico con actividad antiinflamatoria, analgésica y antipirética (18).

i
c|:H
OH OH T
OH COOH
OCH,
OH
Catecol Acido salicilico Eugenol

Fig. 12. Ejemplos de acidos fendlicos.

Cumarinas Cg-C,
Este grupo tiene efectos sobre el sistema vascular tanto en territorio arterial como venoso

y su utilidad en el tratamiento de algunas alteraciones de la piel como por ejemplo la
psoriasis debido a sus propiedades fotosensibilizantes, viznadina, piranocumarina con
efectos vasodilatadores presentes en el Amni visnaga (Fig.13). También antimicrobianos y

anticoagulantes (18).

IS

@) @)

Fig. 13. Ejemplo de estructura quimica de Cumarina.
Quinonas
Las quinonas (Fig.14) son muy abundantes en la naturaleza, las plantas que contienen
estos compuestos son especies vegetales que pueden comportarse como laxantes o
como purgantes segun las dosis administradas. Las antraquinonas se encuentran en
forma natural en algunas plantas (Espino Cerval y el género Aloe), hongos, liquenes. Los

derivados naturales de la antraquinona son glucésidos con accién laxante y purgante
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sumamente potente. En la terapeutica farmacoldgica la antraquinona pertenece a la
categoria de catarticos y se usan en la terapia contra el estrefiimiento. Se encuentran en
las hojas, vainas, raices y semillas de diversas plantas como el sen, el ruibarbo y la
fragula. Dependiendo del grado de complejidad de su estructura quimica pueden

clasificarse en: Benzoquinonas, Antraquinonas, Naftoquinonas (18).

X

0-Benzoquinona p-Benzoquinona  9,10-Antraquinona 1,4-Naftoquinona
Fig. 14. Ejemplos de Quinonas.
Taninos
Los taninos son compuestos polifendlicos, mas o menos complejos, de origen vegetal,
masa molecular relativamente elevada (Fig.15) sabor astringente, conocidos y empleados
desde hace muchos siglos por su propiedad de ser capaces de convertir la piel en cuero,
es decir de curtir las pieles (18).
De las actividades farmacolégicas de los taninos podemos destacar sus propiedades
astringentes, tanto por via interna como tépica. Entre las plantas se encuentran
Rosaceae, que se emplean en forma de infusiones o gargarismos por su poder
astringente. Los frutos de taya (Caesalpinia spinosa) son antibacterianos. Las hojas de
zarzamora (Rubus fruticosus L) como antidiarreico ligero o las hijas de frambueso (Rubus
idaeus L) utilizadas tradicionalmente en el tratamiento de una amplia variedad de
trastornos femeninos (18).
@) OH

HO OH
OH

Fig. 15. Ejemplo de estructura quimica de Taninos.

Lignanos
Estan formados por dos unidades de fenilpropano, Cs— C; unidades por enlaces entre las

posiciones B y B (Fig.16). Se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza. Se
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encuentra la podofilotoxina, que se emplea en el tratamiento de condilomas, en

quimioterapias (18).

Estructura general Podofilotoxina

Fig. 16. Ejemplos de Lignanos.

2.1.7.9. Flavonoides
Son moléculas que tienen dos anillos bencénicos (o aromaticos) unidos a través de una

cadena de tres atomos de carbono, puesto que cada anillo bencénico tiene 6 atomos de
carbono, los autores los denominan simplemente como compuestos CsC3Cs¢ (Fig.17).
Los flavonoides se encuentran tanto en estado libre como glicosidado, constituyen el
grupo mas amplio de los fenoles naturales.
Algunas actividades terapéuticas de los flavonoides son: antihemorragicos, anti-arritmicos
vasodilatador (naringenina, eriodictyol y luteolina), antiinflamatoria (isoflavanquinonas,
biflavonoides), anticancerigenos (quercetina y la rutina), entre otras (18).

OH

HO (@)
| O“

OH
@)
Fig. 17. Estructura quimica de Flavonoides.

Género Bursera

El género Bursera incluye cerca de un centenar de especies de arboles lefiosos que se
distribuyen desde el sur de los Estados Unidos hasta Peru y el sur de Brasil. Su centro de
diversidad es México, donde hay mas de 80 especies. Tanto por el numero de especies
como por su abundancia, el género destaca sobre todo en la vertiente del Pacifico y en la
depresion del Balsas. Generalmente son arboles de tamafio bajo o medio (5 a 15 m); su
corteza es gris, amarilla o roja, delgada y con frecuencia exfoliante. La gran mayoria de

sus especies son caducifolias en la temporada seca y florecen al final de la misma.
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Los arboles del género Bursera son relevantes porque son elementos constitutivos de
muchas comunidades naturales y son dominantes en algunas, especialmente en las
selvas bajas caducifolia, no se presentan o son poco frecuentes en sitios perturbados. Por
ello, su propagacion resulta importante, pues su establecimiento en sitios perturbados
permite acelerar la sucesion y ayuda a restablecer la composicion y estructura de las
comunidades naturales, que es el objetivo de la restauracion ecologica (19).

La familia incluye 18 géneros y centenares de especies con usos documentados desde la
antigledad como fuente importante de resinas y aceites esenciales.

Los copales pertenecen al género Bursera, el cual posee alrededor de 100 especies
distribuidas exclusivamente en el continente americano.

Todas pierden sus hojas en la época seca del afo y florecen al final de la misma.
Generalmente son dioicas, es decir, que las flores femeninas y masculinas son
producidas por individuos distintos y se desarrollan previa o simultdneamente a las
nuevas hojas.

Dentro de Bursera hay dos grupos naturales o secciones: la seccion Bursera, que incluye
los mulatos y cuajiotes, y la seccion Bullockia, donde se encuentran los copales.

En la seccion Bullockia, hay dos grupos bien definidos: copallifera y glabrifolia, siendo
este ultimo, el grupo de distribucion mas amplia dentro de Bursera (20).

Las clasificaciones prehispanicas reconocian dos grupos entre las especies del género
Bursera, los cuajiotes [‘quauitl’ = arbol, ‘xiotl’ = lepra] los cuales corresponden a las
especies de la seccion Bursera distinguibles por sus cortezas exfoliantes, y los copales
[‘copalli’ = incienso] que corresponden a las de la seccion Bullockia. En lengua nahuatl, el
vocablo “copal” se aplicé a toda planta productora de resina, la cual desprende aroma al
quemarse. Bursera es un miembro prominente y caracteristico tanto de la flora como de la

vegetacion de México (20).

En San Rafael, Coxcatlan, Puebla plantas del género Bursera son usadas por los
habitantes como un remedio tradicional en el tratamiento de heridas, un ejemplo es el

exudado de Bursera arida que es usado para tratar algunas enfermedades en la piel (21).
Bursera arida (Rose) Stand| (Fig.18), es endémica de la region limitrofe entre Puebla y

Oaxaca. Es una planta a menudo arbustiva, habitante de matorrales xerdfilos, su

distribucion geografica conocida: Oaxaca y Puebla.
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Fig. 18. Arbol de Bursera arida.

Se ha encontrado que muchas especies pertenecientes al género Bursera presentan
algunos efectos biolégicos. El aceite esencial de B. arida tiene actividad antimicrobiana
sobre algunas cepas bacterianas, entre las mas sensibles se reportaron E. coli,
Streptococcus pneumoniae; y contra hongos (Candida albicans, Aspergillus niger y
Aspergillus sp.) (22)

También se ha reportado que el extracto del tallo de B. copallifera tiene un efecto
nematicida 66%, mientras que los extractos hexanicos de hojas de Bursera copallifera y
B. grandifolia mostraron dicha actividad moderada (40%) (23).

B. glabrifolia se emplea para el tratamiento de picaduras de alacran; los ungientos se
usan para aliviar los sintomas del resfriado; la inhalaciéon del humo de la combustién de la

resina es un remedio para calmar el dolor de cabeza (24).

Justificacion

Debido a la alta toxicidad y poca eficacia de los farmacos usados en el tratamiento de
leishmaniosis resulta necesario encontrar nuevos tratamientos eficaces contra la
infeccidn, una alternativa puede ser el uso de productos naturales, como son extractos de
plantas medicinales.

La medicina tradicional nos proporciona informacion acerca de los efectos
antimicrobianos y antimicoticos que poseen una gran cantidad de plantas. En México
plantas del género Bursera han sido descritas con estas actividades biolégicas como el
extracto de B. simaruba que presenta actividad anti fingica, siendo mas activo contra
Candida krusei (25).
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Ha sido reportado que el extracto etandlico a partir de tallos de B. fagaroides presenta
inhibicién in vitro en el crecimiento de Entamoeba histolytica (26).

Se ha reportado por Espinosa (27) la actividad antimicrobiana del aceite esencial de B.
schelechtendalii sobre algunas cepas bacterianas, entre las cuales las mas sensibles
fueron Streptococcus pneumoniae y Escherichia coli, asi como la actividad antimicotica
del aceite sobre Candida albicans y C. glabrata.

Anfotericina B es un farmaco utilizado para el tratamiento de esta enfermedad y es un
anti fungico, y al ser descrita la actividad precisamente el extracto de B arida sobre
diversas especies de hongos patdgenos.

Estos antecedentes apoyan la posibilidad de que el extracto metandlico de la corteza de
B. arida contenga metabolitos secundarios que puedan ser eficaces contra L. mexicana.

A pesar de no tener un antecedente etnobotanico de su uso en el tratamiento de
infecciones causadas por Leishmania sp. se puede suponer que la especie de B. arida
podria ser un buen candidato para evaluar su actividad sobre las lesiones producidas por

L. mexicana.

Objetivo general

Determinar el efecto in vivo del extracto metandlico de la corteza de B. arida sobre la

lesion cutanea provocada por Leishmania mexicana.

Objetivos particulares
¥ Evaluar la actividad antileishmanica de la corteza de B. arida por la técnica de

viabilidad celular por MTT.

¥ Evaluar el efecto in vivo del extracto metandlico de la corteza de B. arida sobre el
tamano de la lesion producida por L. mexicana.

/¥ Determinar la carga parasitaria en las lesiones producidas por L. mexicana.

¥ Determinar el efecto del extracto de B. arida en la produccion de citocinas (TNF-a
e IL-4) mediante la técnica de ELISA.

/¥ Demostrar in situ el efecto del extracto sobre la lesion por medio de cortes
histologicos.

/¥ Determinar la composicion quimica del extracto de B. arida por medio de

Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas.
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Materiales y métodos

Obtencién del extracto.

El extracto de la corteza de B. arida fue donado por la Dra. Maria Margarita Canales
Martinez del laboratorio de Farmacognosia de la UBIPRO. El material vegetal necesario
de la especie de Bursera arida se colectdé en el afio 2011 en San Rafael, Coxcatlan,
Puebla (Apéndice 1). Se obtuvo por el método de maceracién (28). Se peso las cortezas
secas y se colocaron en trozos en un matraz, se obtuvo el extracto metandlico, el cual se
filtré y destilé a presidn reducida en un rotavapor. El extracto se colocod en recipientes de
vidrio con la finalidad de completar la evaporacién del solvente. El rendimiento del
extracto se determiné por diferencia de peso con relacién al peso seco de la planta.
Posteriormente se preparé un gel del extracto a una concentracién de 0.02 mg/ml para

aplicarlo de manera tdpica sobre la lesion.

Mantenimiento de la cepa Leishmania mexicana.
El parasito L. mexicana se obtuvo a partir de un ratén previamente infectado con la cepa

(MNYC/BZ/M379) donado por la Dra. Miriam Rodriguez Sosa del laboratorio 5 de la
UBIMED. Se aislaron amastigotes de la lesion de ratones infectados en 5 ml de medio de
cultivo Schneider suplementado con 10% de SFB inactivado y antibidtico al 1% (penicilina
y Glutamina, Gibco) para obtener la fase estacionaria de promastigote, y fueron cultivados
en botellas de cultivo con medio Schneider a 28° C y posteriormente fueron cuantificados

en la camara de Neubauer.

Evaluacioén in vitro de la actividad anti-leshmanica.
Se utilizaron promastigotes en la fase exponencial, los cuales fueron resuspendidos en

medio Schneider suplementado con SFB y 100 mg de gentamicina/ ml™. Los parasitos se
pusieron en placas de cultivo celular de 96 pozos (5X10’ promastigotes en 100 pl de
medio, en cada pozo) e interactuaron en diferentes concentraciones del extracto de
Bursera arida durante 72 h a 22 °C; una vez transcurrido el tiempo se centrifugd para
posteriormente retirar el extracto. La viabilidad de los parasitos fue evaluada usando el
método modificado del ensayo de MTT (29) donde la cantidad de sales de formazan
producidas es directamente proporcional al numero de células metabdlicamente activas.
Las sales de formazan producidas se analizaron en un lector de ELISA a una longitud de
onda de 492 nm, los valores se absorbancia obtenidos se interpolaron en la curva patron

y se graficaron para obtener la concentracion letal media (Cs) (concentracion a la cual la
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mitad de la poblacién muere). Para el control positivo se utilizaron como referencia

Pentostam y Anfotericina B, ambos empleados en el tratamiento contra la leishmaniosis.

Infeccidn de ratones con L. mexicana.
Se infecté de manera subcutanea 3 grupos (n=3) de ratones BALB/c machos del mismo

peso y de 6 semanas de edad en la parte posterior cerca de la base de la cola. Los
ratones fueron rasurados para hacer mas facil la infeccion. Se infectd a los ratones con un
indculo de 50 pl de PBS que contenian 2X10° promastigotes de L. mexicana con jeringas
de insulina. Los ratones se mantuvieron en el bioterio durante 10 semanas posteriores a
la infeccidon se monitoreo el tamafio de la lesion de los ratones midiendo ancho y largo de
la lesiébn con un vernier electréonico cada dos semanas y se obtuvo sangre para

posteriormente obtener el suero.

Carga parasitaria por dilucién limitante
Se determind la carga parasitaria de las heridas de los ratones por dilucion limitante a las

10 semanas posteriores a la infeccion. Se macero las heridas de cada raton en cajas Petri
(6x) (Nunclun Surfase) con medio Schneider suplementado con 10% de SFB
complementado y 1% de antibiético (Penicilina-Glutamina) (in Vitro). Se centrifugd a 2500
rom por 10 minutos. El botén celular se resuspendié con 500 ul de medio Schneider y se
sembré en placas de cultivo de 96 pozos (Costar) a una dilucién 1:100 y 1:10 (cada una
por triplicado), y se siguio la dilucién hasta el pozo 12 (diluciones 1/2), se mantuvo a 28°C
durante 24 h para su visualizacion a microscopio Optico invertido (Motic, AE31) se
consider6é el ultimo punto de titulacion un pozo antes de cuando desaparecen los

parasitos.

Determinacion del efecto del extracto de B. arida en la producciéon de citocinas
(TNF-a e IL-4) mediante la técnica de ELISA.
Después de obtener el suero de la sangre de los ratones se determind el efecto del

extracto en la produccion de citocinas TNFa e IL-4 por medio de la prueba de ELISA.

1. Se sensibilizd la placa agregando el Kit (anticuerpo de captura)
Se bloqued los espacios vacios con albumina y se espero 4 horas.
Se puso 25 ul de suero en cada pozo de la placa (grupo control y al grupo que se
le aplicé el extracto de B. arida), posteriormente se puso el anticuerpo de
deteccién, se agregd el sustrato el cual dio un color, se midi6 la cantidad de

antigeno por la intensidad de color a 405 nm, esto se hizo en un lector de ELISA.
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Cortes histologicos

Después de sacrificar a los ratones se obtuvieron las lesiones, posteriormente se fijaron

las muestras en formol, despues de la fijacion se lavaron las muestras, se deshidrataron

en alcohol a concentraciones crecientes para la eliminacion de agua, y se incluyeron en

parafina, se obtuvieron los cortes mediante un microtomo. Posteriormente se tifieron las

muestras mediante la técnica de H & E.

El procedimiento de coloracién de H & E fue el siguiente:

1. Quitar exceso de parafina:

2. Hidratar los cortes en banos
decrecientes de alcohol

3.Colorear con la soluciéon de
hematoxilina
En este paso es conveniente respetar
el tiempo de coloracion que
recomienda cada tipo de solucién de
hematoxilina. Dependiendo de la
formula de preparacién el tiempo
puede variar de 3 a 20 minutos.

4. Lavado en agua destilada (1
baio)
5. Diferenciar, para eliminar el
exceso de colorante, se emplea
alcohol acido, hasta que los
nucleos y los componentes
basdfilos de las células sean
los Unicos que permanezcan
tenidos
6.Virar al color azul, empleando
soluciones de:
O Sustancias alcalinas como agua
amoniacal
[ Solucién de bicarbonato de sodio al
2%
O Carbonato de litio al 1%.

Xilol
Xilol
Alcohol absoluto (100%)
Alcohol absoluto (100%)
Alcohol de 95%
Alcohol de 95%
Alcohol de 70%
Agua corriente
Agua destilada

La hematoxilina de uso mas
frecuente es la hematoxilina
aluminica de Harris

Agua destilada

Alcohol acido
Agua corriente

Lavar en agua corriente

Lavar en agua destilada (1
bano)

Tiempo
10 lavados
10 lavados
10 lavados
10 lavados
10 lavados
10 lavados
10 lavados
10 lavados
10 lavados

3 a 5 minutos

10 lavados

10 lavados

1 lavado rapido

1 lavado
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7.Colorear con una solucion

alcohdlica o acuosa de eosina 3 a 5 minutos
Alcohol de 70%
8. Deshidratar en banos crecientes 10 lavados
de alcohol etilico Alcohol 95 % 10 lavados
Alcohol 95% 10 lavados
Alcohol absoluto (100%) 10 lavados
Alcohol absoluto (100%) 10 lavados
9.Diafanizar o aclarar empleando Xilol 10 lavados
xilol Xilol Hasta el montaje

En estas condiciones los tejidos estan preparados para realizar en ellos el montaje.

Para el montaje se colocé encima del corte coloreado y diafanizado una gota de resina. A
continuacion se dejé que el xilol se evaporara, y la resina adquiriera solidez suficiente
(30).

Determinacion de la composicion quimica del extracto por medio de Cromatografia
de Gases acoplada a Espectrometria de Masas.
El analisis del extracto metandlico de la corteza de B. arida se realizé mediante

Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM). Se emple6 un
Cromatégrafo modelo 6850 acoplado a un Espectrometro de masas modelo 5975C marca
Agilent Technologies con una columna HNS-MS, de 30 metros de longitud, 0.25 mm de
diametro interno y pelicula de 0.25 um; el tipo de inyeccion fue Split y la cantidad de
muestra empleada fue de 1 pl partiendo de una disolucion de 1mg/ml. Las condiciones de
separacion fueron a una temperatura inicial de 70 °C durante dos minutos aumentando
con dos rampas de calentamiento, la primera a 20 °C por minuto hasta 230 °C; y la
segunda, aumentando a 8 °C por minuto hasta los 280 °C y se mantuvo durante cinco
minutos; el gas de acarreo fue He. El flujo inicial de la columna fue de 1 ml/min, con una
presion de 61.85 kPa (8.77 psi) y una velocidad lineal de 30 cm/s. El tiempo total del
analisis fue de 21.25 minutos. El rango de masas detectado fue de 35 m/z a 750 m/z, la
muestra se ionizd por impacto electrénico a 70 eV. La identificacion de los compuestos se

llevé a cabo por medio de la base de datos de la biblioteca NIST Version 8.0.
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Resultados

Evaluacion in vitro de la actividad antileishmanica de la corteza de B. arida por la
técnica de viabilidad celular por MTT.

De la evaluacion del extracto metandlico de la corteza de B. arida sobre Leishmania
mexicana, mediante la técnica de MTT a concentraciones de 10 a 0,009mg/ml, se observo
una relacion directa entre el numero de células metabdlicamente activas y la absorbancia,
se observa un efecto dosis dependiente contra promastigotes de L. mexicana, es decir
que a mayor concentracion del extracto existe una tasa mayor de mortalidad de
promastigotes (Fig.19.A), la CLs, alcanzada fue de 0.021mg/ml, mientras que con el
farmaco de primera linea, el estibogluconato la CLs, fue de 0.2030 mg/ml, es decir, no
existe diferencia significativa entre la CLsy del extracto y el farmaco (Fig.19. B). Por lo que
respecta a la anfotericina B se registré una CLsq de 0.021 ug/ml (Fig.19. C), lo que deja
claro que de este farmaco su actividad antileishmanica no esta en discusion, pero si su
alta toxicidad.

Actividad anti-leishm anica de la corteza Determinacion de la DLgg del Estibogluconato de sodio 48h
de B. arida.
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Fig. 19. A) Curva del efecto antileishmanico. Evaluacion de la CLso contra promastigotes de Leishmania
mexicana. B) Efecto in vitro del medicamento Estibogluconato de sodio [100mg/ml]. C) Efecto in vitro del
medicamento Anfotericina B [250ug/ml].
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Evaluacion del efecto in vivo del extracto metanélico de la corteza de B. arida sobre
el tamano de la lesién producida por L. mexicana.

Se monitored cada dos semanas el tamafio de la lesiébn hasta la semana ocho de la
infeccidn para evaluar la actividad in vivo del extracto. Se obtuvo que los ratones del
grupo control desarrollaron una lesidon progresiva, en contraste con los ratones a los que
se les aplicd el extracto que tuvieron una lesibn mas pequefia durante el periodo de
estudio (Fig. 20).
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Fig. 20. Monitoreo de la lesién hasta la semana ocho durante la infeccion.

Se realiz6 una prueba multiple de t, donde el valor de P fue menor a 0.05, se observé que en la semana 1,2y
3 no hay diferencias significativas, mientras que a partir de la semana 4 si hubo diferencias significativas.

Determinacion de la carga parasitaria en las lesiones producidas por L. mexicana

La carga parasitaria se determiné con el fin de comparar la cantidad de parasitos en la
lesion dorsal (sitio de infeccion) y relacionarlo con el tamafio de la misma. Al contrastar la
cantidad de parasitos obtenidos por medio de la dilucion limitante se encontré una
cantidad significativamente menor en la carga parasitaria en los ratones con tratamiento

en contraste con los ratones del grupo control. (Fig. 21).
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Fig. 21.Carga parasitaria por dilucion limitante. Grafica de carga parasitaria donde se muetra que los ratones

control tuvieron mayor nimero de parasitos que los ratones con tratamiento. Las cifras corresponden al log1o

del numero de promastigotes. Se realiz6é una prueba de t con un valor de significancia de P= 0.05, se obtuvo
que si hay diferencia significativa entre el grupo control y el tratamiento.

Determinacion del efecto del extracto de B. arida en la producciéon de citocinas
(TNF-a e IL-4) mediante la técnica de ELISA.
Para saber si el extracto provocd una respuesta inmunomoduladora se realizd6 una

prueba de ELISA con los sueros obtenidos cada dos semanas de la sangre de los ratones

durante la infeccion.

En los resultados obtenidos con el extracto de B. arida se observd que hubo una baja
produccion de citocinas TNF-a durante la infeccion (Fig. 22. A) esta citocina participa en
la eliminacion efectiva del parasito, es de tipo Th1 y activa a los macrofagos por lo cual se
podria decir que al tener una baja produccion se presenta un ambiente inmunolégico
propicio para L. mexicana, en contraste con la alta produccion de IL-4 durante la infeccion
(Fig. 22.B) y al ser esta interlucina de tipo Th2 conduce a la inhibicion de los mecanismos
leishmanicidas en los macrofagos. La respuesta Th2 no sélo evita la muerte del parasito,
sino también le asegura nutrientes para favorecer su crecimiento. Sin embargo IL-4 es
una citocina anti-inflamatoria al bloquear la sintesis de TNF-a por lo que se podria
suponer que el extracto tuvo un efecto anti-inflamatorio, por lo cual se podria justificar el
hecho que el tamano de la lesion fuera bajo y se podria decir que el extracto tuvo un
efecto sobre el parasito, para corroborar lo anterior se realizaron cortes histoldgicos de las

lesiones.

-29-



® Contol
& Bursera arida
20004
_gl & Control E 8000
g & Brsenaids
c 15004 c
g .
8 =
8 8
E 5
Q O 200s
5004
C L v L L v L c v v L v L L
A 9, o B & \ 9 o o A 9
& & ® & & g ® ® & & & &
é@’b fo"é’ e"g ff 9°6$ 9‘69 9°69 9‘6’ 9‘5’ ‘9669 o.»"é’ 9‘6’
A) TNF-a B) IL-4

Fig. 22. A) Concentracion de citocinas TNF-a B) Concentracion de citocinas IL-4 durante la infeccion. Datos
expresados en pg/ml.

Obtencién de cortes histolégicos para demostrar in situ el efecto del extracto sobre
la lesion.

Para corroborar la actividad directa sobre el parasito del extracto se realizaron cortes
histologicos de las lesiones producidas por L. mexicana para saber si también tenia un
efecto directo sobre los histiocitos que contienen al parasito (Fig.23).

Fig. 23. Fotografia de histiocito a un aumento de 100X (Control positivo).

En el grupo al que se le aplico el extracto de B. arida no se observan histiocitos, sélo se

observa infiltrado inflamatorio, mientras que en el control positivo se observan histiocitos
(Fig. 24).
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Fig. 24. Cortes histoldgicos de las lesiones provocadas por L. mexicana. Comparando el tratamiento, control
negativo y positivo se observé una cantidad considerable de histiocitos en el control positivo, mientras que en
el tratamiento no se observan histiocitos, sélo se observa infiltrado inflamatorio. A= Histiocitos, B= Infiltrado
inflamatorio.

Determinacion de la composicion quimica del extracto de B. arida por medio de
Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas.
Se identificaron ocho metabolitos secundarios mediante una cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) del extracto de la corteza de B. arida, de
los cuales existen reportes de actividades biolégicas (Cuadro 1). El analisis muestra la

presencia de compuestos de tipo polifenoles, lignanos, terpenos y acidos grasos.

Se puede observar que el compuesto que tuvo un mayor porcentaje fue el pirogallol con
un 55.43 %, siguiendo 2-austrobailignano con un 16.40%, Lignocerato de metilo 9.49%,
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metil palmitato 4.71%, moretenol 4.55%, cicloartenol 3.91%, acido palmitico 3.04% y 2-

mercaptobenzotiasol con un 2.47%. Cabe mencionar que el pirogalol, metil palmitato y

moretenol tienen ciertas actividades bioldgicas que hacen suponer que el extracto de B.

arida tiene actividad anti-inflamatoria y contra L. mexicana.

Compuesto

Porcentaje de
abundancia

Actividad biolégica

Estructura quimica

Pirogallol

55.43

Antioxidante, inhibidor de
COX -2
Actividad anticancerigena,
antibacteriano anti fungico
inhibidor de caspazas,
antiprotozoario.

OH

OH OH

Metil palmitato

4.71

Actividad anti-inflamatoria,
reduce TNFa, contrarresta
infiltracidn de células pro
inflamatorias.

Moretenol

4.55

Antiinflamatoria

Clionasterol

3.91

Actividad citotéxica contra
lineas cancerigenas
humanas.

Acido palmitico

3.04

Generador de muerte
celular y apoptosis.

C

Cuadro 1. Compuestos detectados en el extracto metandlico de la corteza de B. arida mediante
Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas. Porcentaje de abundancia y actividades

bioldgicas.
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Discusion
En este estudio se reporta por primera vez, la actividad in vivo contra Leishmania

mexicana del extracto metandlico de la corteza de Bursera arida.

El tratamiento contra leishmaniosis en cualquiera de sus formas clinicas esta dirigido a la
erradicacion de los amastigotes y reduccién del tamano de las lesiones, promoviendo la
cura. Dicho tratamiento, se realiza en primera instancia con compuestos de antimonio
pentavalente como el estibogluconato de sodio y el antimoniato de meglumina, y en
segunda instancia con otras drogas, como la anfotericina B, el isotionato de la
pentamidina y miltefosina. Sin embargo, el empleo de dichos farmacos tiene varias

desventajas que dificultan el tratamiento adecuado de los casos (31).

Entre los factores adversos a los tratamientos actualmente disponibles estan los
esquemas terapéuticos prolongados, con altas dosis de medicamentos, los considerables
efectos adversos tales como mialgias, artralgias, anorexia, nauseas y dolor de cabeza en
el caso de los antimoniales, y los altos costos, estimulan que muchos pacientes no
concluyan el tratamiento, lo que favorece la reactivacién de la lesién, el compromiso en

mucosas Y la apariciéon de resistencia al medicamento (31).

Todas las desventajas asociadas a los medicamentos disponibles han evidenciado la
necesidad urgente de encontrar nuevas estrategias terapéuticas para el manejo de la
enfermedad, lo que implica trabajar en forma decidida en el descubrimiento y desarrollo
de nuevos medicamentos. (31). Considerando la problematica de los farmacos utilizados
para el tratamiento de la enfermedad y que el extracto disminuyé el tamafio de la lesion,

nuestros resultados ofrecen una alternativa para proponer un tratamiento tépico.

Para probar la actividad del extracto, se corrobord la actividad in vitro y se obtuvo una
CLsp de 0.021 mg/ml, mientras que con el estibogluconato la CLs, fue de 0.2030 mg/ml,
no existe diferencia significativa entre la CLso del extracto y el farmaco. Para anfotericina B
se registro una CLsy de 0.021 pyg/ml lo cual muestra su actividad antileishmanica, sin

embargo este farmaco es muy toxico.

La concentracion obtenida con extracto de B. arida es muy semejante a la reportada en
un estudio previo, donde la CLs, fue de 0.012 mg/ml (32). Es importante mencionar que
con respecto a los estudios in vitro, hay reportes de que algunas de las especies
pertenecientes al género Bursera presentan actividad importante contra diferentes

especies de Leishmania, variando la CLs, para cada caso, como por ejemplo, B. aptera
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presentd una CLs, contra L. mexicana de 0.408 mg/ml y de B. simaruba se ha reportado
una actividad antileishmanica contra amastigotes de L. amazonensis con una ClLs, de
163.3+ 1.6pug/ml (33,34). Por lo que se considera que al menos con respecto a estos dos

casos la susceptibilidad de L. mexicana al extracto metandlico de B. arida es muy alta.

Ademas de la actividad antileishmanica se ha reportado que el extracto de B. arida tiene
actividad contra protozoarios como es el caso de Naegleria fowleri (35), protozoario que
so6lo es susceptible a anfotericina B lo que nos lleva a suponer que puede tener actividad
contra una gran gama de protozoarios, como se ha reportado que el extracto etandlico a
partir de tallos de Bursera fagaroides presenta inhibicion in vitro en el crecimiento de

Entamoeba histolytica (23).

Para evaluar el efecto in vivo sobre la lesidon se monitore6 el tamafio de esta. Se observo
una disminucion la cual fue estadisticamente significativa con respecto al grupo control,
esto de alguna manera se puede correlacionar con los datos encontrados en la actividad
in vitro que muestran que L. mexicana es altamente susceptible al extracto de B. arida
(32). Este resultado es muy importante ya que por primero vez se prueba un tratamiento

topico sobre las lesiones dérmicas que produce L. mexicana.

El hecho de que haya una disminucidn del tamafio de la lesion puede implicar un éxito en
la aplicacion tépica del extracto contra esta infeccién, al respecto solo ha sido reportado el
tratamiento a nivel tépico combinando miltefosina oral y paromomicina en donde se
observo una reduccion estadisticamente significativa en el tamano de la lesién y en la
carga parasitaria asi como una recuperacion completa de las ulceras producida por L.
major (36). En nuestros resultados no podemos confirmar una recuperacion completa ya
que solo se evalud el efecto a lo largo de ocho semanas. Ademas, cabe mencionar que
los farmacos referidos son utilizados para tratar la leishmaniosis visceral y fueron
probados en L. major que es una especie asociada al desarrollo de leishmaniosis
cutanea, haciendo una comparacién con nuestros resultados obtenidos con B. arida se
observo una cierta similitud al haber una reduccion en el tamafo de la lesion y en la

carga parasitaria.

Para comprobar si el extracto tuvo un efecto directo sobre el parasito se hicieron cortes
histologicos y se cuantificd la carga parasitaria para determinar la presencia o ausencia de

amastigotes. En el grupo al que se le aplicé el extracto de B. arida se observé una

-34-



reduccion en el numero de parasitos y hubo diferencias significativas con respecto al

grupo sin tratamiento con un valor de p< 0.05 en el ensayo de dilucion limitante.

Por histologia fue imposible detectar histiocitos con Leishmania en el grupo al que se le
aplicé el extracto de B. arida, solo se observd infiltrado inflamatorio mientras que en el
control positivo se observaron histiocitos y mayor cantidad de infiltrado inflamatorio, por lo
que se puede suponer que el extracto tuvo un efecto directo sobre L mexicana, esto se
puede corroborar con un estudio que se hizo en ratones infectados con L. amazonensis
tratados con derivados de pirazol carbohidrazida donde se reporté que la epidermis y
dermis tenian niveles mas bajos de infiltrado inflamatorio en comparacion con los ratones
del grupo control. En la dermis de los animales del tratamiento, el numero de macréfagos
que contienen parasitos intracelulares fueron mucho menores que en los animales del
grupo control (37). Si bien es cierto que estos derivados del pirazol presentan reducciones
importantes tanto en infiltrado inflamatorio como en carga parasitaria, hay que considerar

que se trata de un compuesto puro y nuestros resultados corresponden a un extracto.

En la leishmaniosis, la eliminacién del parasito parece depender de la activacion de la
célula hospedera y se ha observado que la produccién de citocinas activadoras de
macrofagos se correlaciona con la recuperacién, en tanto que las citocinas que desactivan
al macrofago se correlacionan con la afeccion. Tal vez por esa razdn se piensa que el
mecanismo por el cual se activa una respuesta Th1 o Th2 es de vital importancia para
dirigir la reaccién inmunitaria hacia la proteccion y recuperacién (Th1) o susceptibilidad y
patogenia (Th2) (38).

En la infeccidon por L. major en el modelo de raton BALB/c el desarrollo de la enfermedad
y su difusidon se ha asociado con una respuesta inmune Th2, que es dominado por IL-4.
Multiples informes sugieren sin embargo, que tales respuestas inmunes no se observan

en los humanos (38).

En los resultados obtenidos con el extracto de B. arida se observé que hubo una baja
produccion de citocinas TNF-a durante la infeccién, esta citocina participa en la
eliminacion efectiva del parasito, es de tipo Th1 y activa a los macréfagos por lo cual se
podria decir que al tener una baja produccidon se presenta un ambiente inmunolégico
propicio para L. mexicana, en contraste con la alta produccion de IL-4 durante la infeccion
y al ser esta interlucina de tipo Th2 conduce a la inhibicion de los mecanismos

leishmanicidas en los macréfagos. La respuesta Th2 no sélo evita la muerte del parasito,
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si no también le asegura nutrientes para favorecer su crecimiento. Con lo anterior, se
esperaria que al haber un incremento de IL-4 y disminuciéon de TNF a, la infeccion
siguiera su curso y por ende habria un aumento en el tamafo de la lesion y de la carga
parasitaria en las mismas. Sin embargo esto ocurriria si se trata de explicar sélo desde un
punto de vista inmunolégico o un papel inmunomodulador del extracto, pero integrando
los resultados anteriores, donde se observa una alta susceptibilidad de L. mexicana al
extracto, una reduccién de la lesion y carga parasitaria podemos decir que el extracto tuvo
un efecto sobre el parasito, por lo que al eliminarlo, se aumenta la expresion de citocinas

antiinflamatorias para regenerar el tejido lesionado.

El desarrollo de la inflamacion causada por L. mexicana se puede suponer que fue
mediado por compuestos detectados en el extracto de la corteza de B. arida, ya que han
sido reportadas diversas actividades bioldgicas de plantas del mismo género, por lo cual
se decidio realizar el analisis fitoquimico del extracto metandlico de la corteza de B. arida

para entender su actividad antileishmanica (25, 26).

De los ocho metabolitos secundarios encontrados mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) se encontré que el compuesto que tuvo
mayor porcentaje de abundancia fue el pirogallol con un 55.43 % el cual ha sido
reportado con actividad antileishmanica contra amastigotes de L. donovani con una CLsg
de 4.8ug/ml (39).

Otro compuesto detectado fue 2-austrobailignano con un porcentaje de abundancia de
16.40% el cual ha sido descrito con actividad contra epimastigotes de T. cruzi, (40) donde
se describe que a una concentracion de MC4y de 70 pg/ml los epimastigotes fueron

inmovilizados influyendo en su capacidad infectiva.

También fue detectado el metil palmitato con un 4.71% de abundancia, y el acido
palmitico con un 3.04% de abundancia, los cuales han sido reportados con actividad
contra protozoarios (Giardia lamblia) con una IC5, >300 para cada compuesto aislado.
(41). Moretenol con un 4.55% de abundancia ha sido reportado con actividad significativa
antiinflamatoria (42) asi mismo el cicloartenol 3.91% ha sido reportado con actividad

antiinflamatoria (43).
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El 2-mercaptobenzotiasol con un 2.47% de abundancia ha sido reportado con actividades
antimicrobiana, antifungica, antiinflamatoria, antitumoral, antiamebiana, antihelmintico
(44).

Conclusiones

/¥ Se comprueba por primera vez la actividad del extracto de B. arida sobre el
desarrollo de L. mexicana.

/¥ El extracto metandlico de la corteza de Bursera arida tuvo un efecto
antileishmanico.

/¥ El extracto metandlico de la corteza de Bursera arida provoco una reduccion en el
tamafio de la lesion y carga parasitaria.

/¥ La composicion quimica del extracto metandlico de la corteza de B. arida presenta
varios compuestos con diferentes actividades biolégicas entre las que se

encuentran antiinflamatorios, antiprotozoarios y anticancerigenos.
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Apéndice

Zona de colecta.

La especie B. arida se colect6 en el poblado de San Rafael, municipio de Coxcatlan,
que se localiza al sureste de Tehuacan, en el valle de Tehuacan-Cuicatlan, entre 18°12’ y
18°14’ de latitud norte, asi como 97°07’ y 97°09’ de longitud oeste, con un rango de altitud
de 957 a 1400 msnm.
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Fig. 25.Ubicacion geografica del poblado de San Rafael Coxcatlan, Puebla.
Clima

El clima es de tipo Bs (h’) W” (w) de acuerdo con la clasificacién de Koeppen,
modificado por Garcia (45), el cual corresponde a un tipo seco o arido con lluvias en
verano y temperatura media anual de 22°C, que varia entre 25°C en abril y mayo, y 18°C
en enero (46). Valiente (47) calcula una precipitacién anual de 364.6 mm para la zona;
cerca de los 386.57 mm registrada en 1988 en la estacion climatica Tilapa, situada a 3.25
Km al sur de la zona de estudio. En 1998 los 763.7 mm de precipitaciéon duplicaron el

promedio anual, concentrandose en los meses de junio a noviembre.
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Hidrografia
El sureste de Puebla se encuentra irrigado por el Rio Salado. La parte sur del Valle de

Tehuacan-Cuicatlan es drenado por el Rio Grande o Tomellin, que fluye al norte desde
Oaxaca; uniéndose cerca de Quitepec los dos forman el Rio de Santo Domingo, el cual
corta la Sierra Madre de Oaxaca en direccion este y eventualmente se vuelve el Rio
Papaloapan. El Rio Tehuacan encuentra su camino al oeste del Cerro Colorado, para
entrar en el Valle de México cerca de San Diego, Chalma. Este pequeno rio el cual se
convierte en el Rio Salado, se une por un numero de cortas ramificaciones hasta alcanzar

la Sierra Madre de Oaxaca en el noreste (48).

Edafologia
El origen del suelo data del periodo Cuaternario, era Cenozoica. Los suelos en las

regiones estan pobremente desarrollados y pueden ser divididos en dos grandes tipos:
regosoles, predominantemente calcareos y regosoles éutricos y xerosoles,

predominantemente xerosoles hapilicos.

Vegetacion
La vegetacion predominante es un bosque tropical caducifolio, donde Escontria chiotilla

(F.A.C. Weber) Rose y Pachycerus weberi (J. Couleter) Backeberg son particularmente
abundantes (49).

Fernandez (50), reconocié por nivel topografico los siguientes tipos de vegetacion en San
Rafael: Cordonal de P. weberi, que se caracteriza por el predominio de cactaceas

columanres (cardones).

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

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

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

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

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

(DC), M. Luisiana (Brandegee) y S. furcticosa.

En un estudio etnobotanico realizado en San Rafael (51). se determind un total de 374

especies pertenecientes a 249 géneros y 87 familias boténicas, de las cuales 368
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especies fueron registradas con uno o mas usos (18% son usadas como plantas
medicinales). Las familias con un mayor numero de especies fueron Ateraceae,
Cactaceae, Solanaceae, Araceae y Euphorbiaceae, que corresponden a las familias mas

representativas del Valle de Tehuacan-Cuicatlan.

Poblacién
La comunidad de San Rafael, es relativamente joven, se fundo a principios del siglo XX.

La poblacion total del municipio de Coxcatlan Puebla en 2010 fue de 19,639 personas, lo

cual representa el 0.3% de la poblacion en el estado

La mayor parte de la poblacion actual es nativa de San Rafael y la actividad econémica
mas importantes es la agricultura, cuyo principal ingreso proviene del cultivo de la cana de
azucar. También se dedican a la cria de ganado caprino, la recoleccién de frutos,

semillas, lefia y madera para diversos fines (52).
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