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RESUMEN

Las Amebas de Vida Libre son organismos cosmopolitas que cumplen muchas
funciones en el medio ambiente, estas amebas se encuentran en el ambiente
suelo-agua. Debido a su habilidad para vivir como organismos de vida libre y
endoparasitos se les conoce también como anfizoicas. Dentro del grupo de
Amebas de Vida Libre estd Naegleria fowleri, que es responsable de ocasionar
Meningoencefalitis Amebiana Primaria (MAP) una enfermedad letal y fulminante
que avanza en pocos dias desde su exposicion por via intranasal; el unico agente
anti-naegleria es Anfotericina B (AMB) un antimicético altamente téxico y conocido
por sus fuertes efectos secundarios tal vez el mas temido es la insuficiencia renal

que puede ser temporal o definitiva.

México cuenta con zonas con alto potencial para la produccién de hierbas finas,
entre ellas las plantas medicinales que contienen principios activos, los cuales
administrados correctamente producen efectos curativos; un ejemplo de esto es la
especie Tagetes lucida una planta que ha demostrados un efecto antimicrobiano,
antiinflamatorio, antioxidante y contra tumores; por estas propiedades es

importante evaluar su potencial para combatir a N. fowleri.

En este trabajo se determind el efecto del extracto metandlico de T. lucida sobre
N. fowleri, donde la CLsy fue de 1.25 mg/mL. Asi mismo para determinar la
toxicidad del extracto se utilizaron las células CaSki y de acuerdo con el CNI de
E.U; la Concentracion Inhibitoria Clso fue de 0.020 mg/mL determinando que el

extracto no es toxico.

Mediante el analisis de HPLC se encontro que los principales compuestos
presentes en el extracto fueron los flavonoides. La Cromatografia de Gases
acoplada a Espectrometria de masas mostré que el compuesto mayoritario que se
identificod fue la 7-metoxy-cumarina donde se observé que el extracto se compone
en su mayoria de fenilpropropanoides, destacando a las cumarinas que podrian

ser uno de los compuestos responsables de la actividad antiamebiana.
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INTRODUCCION

La mayoria de las bacterias, algas, hongos y protozoos son practicamente inocuas
en la naturaleza y constituyen una parte muy importante del ambiente. Sin
embargo, cada dia se descubre que microorganismos considerados de vida libre

pueden actuar como parasitos patdgenos de animales superiores.

Uno de estos hallazgos fue en 1958, cuando se descubridé que determinadas,
amebas pequenas del suelo y de agua que hasta entonces se consideraban
inocuas, llegaba a colonizar los tejidos del hombre y de los animales, causando la

muerte o dafo cerebral irreversible [1].

Las Amebas de Vida Libre (AVL), se encuentran distribuidas alrededor de todo el
mundo y se les localiza en todos los ambientes, terrestre, aéreo y acuatico, en
este ultimo pueden ser localizadas desde el mar hasta pequenas charcas [2], pero
principalmente en las interfaces: agua-suelo, agua-plantas, agua-aire, etc. [3], en

donde juegan un papel muy importante dentro del control poblacional de bacterias.

Estas amebas se encuentran en el ambiente suelo-agua, debido a su habilidad
para vivir como organismos de vida libre y endoparasitos. Debido a lo anterior
estas amebas también se les han llamado anfizoicas, (gr; amphi, ambos lados)

porque ademas de vivir en el ambiente pueden parasitar a otros organismos [4].

Las amebas de vida libre producen en el hombre enfermedades de curso diverso;
desde cuadros agudos y fatales con componentes de predominio necrético a
enfermedades cronicas con reaccion inflamatoria granulomatosa. Las
caracteristicas de las enfermedades humanas producidas por estas amebas sélo
han sido reconocidas durante los ultimos 30 afos. Debemos considerar a las
amebas de vida libre como agentes infecciosos emergentes, tanto patdgenos
primarios como oportunistas, cuyo diagnoéstico resulta muy dificil desde el punto de

vista clinico y morfoldgico [5].



Salinas De la Cruz, 2017

Dentro del grupo de Amebas de Vida Libre encontramos a los géneros Naegleria,
Acanthamoeba, Balamuthia y Sappinia que son muy importantes desde el punto
de vista médico pues son responsables de algunas enfermedades que afectan a

seres humanos y animales.

Tal es el caso de Naegleria fowleri que es la responsable de una enfermedad
mortal llamada meningoencefalitis amebiana primaria (MAP) [6]. Enfermedad que
se desarrolla en pocos dias después de la exposicion con N. fowleri por
transmision via nasal que causa la muerte entre tres o siete dias; antes de que se

pueda diagnosticar el agente infeccioso [7].

Cuando los sintomas y el diagndstico son positivos a MAP, la anfotericina B ha
sido la unica y eficaz terapia durante los ultimos 40 afios. Su eficacia clinica no ha
podido ser superada, pese a la aparicion de anti fungicos mas modernos como el
fluconazol [8]. El uso de AMB es motivo de preocupacion debido a que induce una
variada gama de reacciones adversas, como por ejemplo: fiebre, calofrios,
nauseas, vomitos y cefalea. Se ha informado la aparicion de shock anafilactico,

arritmias cardiacas, falla hepatica, mialgias y convulsiones [8].

Quiza el efecto adverso mas conocido y temido de la droga es la disfuncién renal,
la cual puede regresar a lo normal varias semanas después de cesado el

tratamiento, o bien, evolucionar a una falla renal irreversible [8].

MORFOLOGIA DE LAS AVL

La palabra Ameba se deriva del griego: amoibé, que significa “cambio” y que se
aplica en este caso al cambio constante de forma que presentan estos

organismos.

Son organismos unicelulares, asexuales, cuyas dimensiones varian de unos
cuantos micrometros hasta algunos milimetros. Pueden estar desnudas o
cubiertas por una testa; se mueven por medio de pseuddpodos, que también usan

3
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para fagocitar. Los tiempos de generacion son variables y generalmente se

incrementan con la temperatura [9].

En el ambiente las AVL se alimentan de bacterias, como Legionella y la mayoria
de amebas forman quistes que son mas resistentes a las condiciones adversas del

medioambiente.

Los trofozoitos son de forma ameboidea, esta forma es elongada, con un extremo
anterior redondeado y un extremo posterior mas delgado; presentan un abundante
citoplasma vacuolado o granular y un gran nucleo central, claro y redondo con un
nucléolo esférico prominente; su movimiento, se realiza a través de pseuddépodos

gruesos Yy lobulares en el extremo mas ancho [5].

La forma flagelar se presenta cuando las formas ameboideas se transfieren de
agua destilada o con pocos nutrientes, particularmente a una temperatura de 27°C
a 37°C. Tiene forma de pera un poco mas pequefa y presenta dos flagelos en el
extremo mas ancho. Los quistes son redondeados, miden entre 7 um y 10 ym,
presenta un nucleo similar al de los trofozoitos y estan rodeados por una pared lisa
doble y gruesa. Tanto los trofozoitos, la forma flagelar y los quistes se presentan

en el agua o suelo y en el liquido cefalorraquideo de los huéspedes [5].

Se sabe que los trofozoitos de N. fowleri penetran por las fosas nasales y que
alcanzan el SNC penetrando el neuroepitelio olfatorio, migrando a través de la
placa cribiforme, hasta llegar a los bulbos olfatorios produciendo extensas areas

de necrosis.

CICLO DE VIDA

El ciclo de vida de Naegleria fowleri, consta de tres estadios: ameba, flagelado y
quiste, que son reversibles dependiendo de las condiciones ambientales en las
que se encuentre el organismo. El estadio en la que se alimenta es el de

trofozoito, en esta etapa se fija al sustrato y puede utilizar su amebostoma
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(citostoma) [10], para alimentarse de poblaciones de microorganismos que se

encuentren en su habitat.

Cuando las condiciones son adversas: pueden transformarse en flagelado y migrar
y buscar otros lugares donde las condiciones sean mejores para su desarrollo [11].
Si lo encuentra se establece y se revierte a su estado trofico, si no es el caso, se

cambia a quiste y queda en estado de latencia hasta que las condiciones mejoren.

Como parasito N. fowleri se sabe que su forma invasiva es el trofozoito y la
infeccion es adquirida por la instilacion intranasal de la ameba, que invade la
mucosa nasal y migra a través del nervio olfatorio hasta el bulbo olfatorio [9]. El
contacto se da principalmente en nadadores y otras personas especialmente
jévenes que realicen actividades acuaticas, la via de entrada es por la nariz por su
facil acceso [12]. Debido a su proximidad con el punto de entrada, los Iébulos

frontales y olfatorios son los blancos iniciales de destruccion de la ameba [13].
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Figura 1. Trofozoito de N. fowleri Figura 2. Estadio flagelar de N. fowleri

Figura 3. Quiste de Naegleria fowleri

Fotografias de estadios morfolégicos de N. fowleri. Tomadas en microscopio

electronico de barrido [14].
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Figura 4. Ciclo de vida de N. fowleri.
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MENINGOENCEFALITIS AMEBIANA PRIMARIA

N. fowleri es el agente causal de la MAP la cual es una enfermedad aguda y
rapidamente progresiva, es rara, al menos 250 casos han sido reportados en todo
el mundo [15]. Sin embargo el numero de casos va en aumento, con un desenlace
fatal en casi todos los casos. En México se han reportado cerca de 35 casos, la
mayoria de ellos en el noroeste del pais [16] la presencia de AVL en esta region
puede deberse a las condiciones presentes en el lugar, como: temperaturas
extremas, la existencia de canales de irrigacion, piscinas, balnearios y cuerpos de

agua artificiales, que presentan una amplia variedad de estos organismos [17].

La mayoria de los casos han ocurrido en nifios o adultos jovenes con buena salud
durante los meses de verano, los pacientes mostraban un historial de haber
nadado o estado en contacto con agua contaminada con N. fowleri antes de

contraer la enfermedad [17].

Los signos y sintomas que presentan los pacientes que contraen esta enfermedad
van desde dolor de cabeza, nausea, vomito, fiebre alta a mas de los 39°C,
meningitis, anorexia, estupor y agitacioén [18]. La infeccion ocurre cuando la forma
trofica entra en contacto con la mucosa nasal, el trofozoito penetra la mucosa
nasofaringea y migra por el nervio olfatorio, e invade el cerebro a través de la
placa cribiforme [19]. Llegando hasta los l6bulos olfatorio y frontal, en donde los
trofozoitos comienzan a producir efectos citopaticos sobre los tejidos, a la vez que
las defensas del paciente comienzan a actuar, sin embargo, el organismo
comienza a producir niveles grandes de leucocitos (29,000 leucocitos/nms) [17], la
ameba empieza a proliferar y llega a superar las defensas del cuerpo del paciente,
invadiendo otros tejidos cerebrales tales como el tallo cerebral y el cerebelo,
produciendo dafos irreversibles en el cerebro e inflamando las meninges [17]. Al ir
engullendo la ameba los tejidos cerebrales, los pacientes van perdiendo sus
capacidades, hasta llegar a caer en coma, que en la mayoria de los casos deriva

en la muerte.
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Durante la MAP los hemisferios cerebrales y el cerebelo muestran edema y una
gran congestion. El bulbo olfatorio y los cortices orbitofrontales presentan necrosis

y hemorragia [20].
TRATAMIENTO

La MAP es una infeccion grave, por lo que requiere un tratamiento oportuno y
eficaz cuando se detecta a tiempo para poder combatirla. En las ultimas tres
décadas, el agente de eleccion para iniciar el tratamiento de la mayoria de las
micosis sistémicas ha sido el antimicético Anfotericina B (AMB), que, a pesar de
los efectos toxicos descritos en la literatura mundial, continua teniendo un papel

importante en el tratamiento de las infecciones micoticas sistémicas [11].

De todos los agentes amebicidas actuales, la AMB es el unico efectivo, tanto in
vivo como in vitro, en animales de laboratorio. En algunos casos reportados se ha
visto una mejoria en pacientes que han sido tratados con anfotericina B

administrada por via intravenosa y por via intratecal [21].

La AMB, sigue siendo un farmaco socorrido por su amplio espectro hacia
levaduras y hongos filamentosos, perfil de toxicidad conocido, que es posible de
ser monitorizado y un costo relativamente bajo. Esta droga actua sobre la
membrana plasmatica perturbando su permeabilidad selectiva y causando poros y
por consecuencia, fuga de los componentes celulares [22]. Cuando el trofozoito de
N. fowleri entra en contacto con la AMB ésta se redondea y es incapaz de formar

pseuddépodos y finalmente muere.

La administracion de AMB se puede asociar a efectos adversos inmediatos, tales
como fiebre, escalofrios, nauseas, vomitos, cefalea, shock anafilactico, arritmias,
falla hepatica y también reacciones adversas que se presentan después de
administraciones repetidas del medicamento, incluyendo en hipocaliemia,
hipomagnesemia y toxicidad medular. Sin embargo, la toxicidad mas preocupante
y en la cual se ha centrado la mayoria de los estudios sigue siendo la
nefrotoxicidad [23].
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Es por esta causa que se buscan nuevas alternativas para encontrar nuevos
tratamientos para aliviar la infeccion por N. fowleri, sobre todo si se toma en
cuenta que las plantas medicinales han sido utilizadas para combatir ciertas
enfermedades, ofreciendo una disminucion de los efectos colaterales ademas de
ser productos que estan al alcance de un gran porcentaje de la poblacion mundial
[24].

MEXICO Y SU MEDICINA TRADICIONAL

Las plantas medicinales son aquellas que contiene en alguno de sus érganos,
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 [25].

La diversidad de plantas medicinales disponible varia segun las regiones y los
ecosistemas de cada zona donde habitan, debido a ello se debe conservar el

ambiente que las sustenta [26].

México cuenta con zonas con alto potencial para la produccion de hierbas finas, su
creciente demanda las ha convertido en productos con un nicho de mercado
rentable y en expansion, ademas representan una alternativa econdmica a los

cultivos tradicionales [27].

El origen que se conoce de las plantas medicinales y que han formado parte
importante de la historia y de la cultura de los pueblos indigenas, se refiere a su
uso Yy aplicacion como remedio de enfermedades, pues constituye un
conocimiento que, aun en nuestros dias, se transmiten de forma oral de

generacion en generacion [28].

10
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PLANTAS MEDICINALES

En los ultimos 20 afos, las plantas se diversificaron exponencialmente debido a la
comercializacion, o por continuar la practica medicinal antigua. Ademas las
investigaciones cientificas dan sustento a su efectividad ya que su campo
cientifico se genera a partir de su estudio y el analisis que se realiza de cuestiones
farmacoldgicas y quimicas extendiéndose a la identificacidon quimica de principios

activos [29].

Las plantas medicinales contienen principios activos, que son los responsables de
las propiedades terapéuticas que se les atribuye; por lo tanto, el metabolismo es el
conjunto de reacciones quimicas que realizan las células de los seres vivos para
sintetizar sustancias complejas a partir de otras mas simples, o para degradar las
complejas y obtener las simples. Las plantas, ademas del metabolismo primario
presente en todos los seres vivos, poseen un metabolismo secundario que les

permite producir y acumular compuestos de naturaleza quimica diversa [30].
METABOLITOS SECUNDARIOS

El conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar en un organismo constituye el
metabolismo. La mayor parte del carbono, del nitrogeno y de la energia termina en
moléculas comunes a todas las células, necesarias para su funcionamiento y el de
los organismos. Se trata de aminoacidos, nucledtidos, azucares y lipidos,
presentes en todas las plantas y desempefiando las mismas funciones. Se

denominan metabolitos primarios [30].

Pero a diferencia de otros organismos, las plantas destinan una cantidad
significativa del carbono asimilado y de la energia a la sintesis de una amplia
variedad de moléculas organicas que no parecen tener una funcion directa en
procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de

solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, y que se denominan
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metabolitos secundarios (también denominados productos secundarios, productos

naturales) [30].

Ademas de no presentar una funcién definida en los procesos mencionados,
difieren también de los metabolitos primarios en que ciertos grupos presentan una
distribucion restringida en el reino vegetal, es decir, no todos los metabolitos
secundarios se encuentran en todos los grupos de plantas [30]. A menudo su
produccion esta restringida a un determinado género de plantas, a una familia, o

incluso a algunas especies.

Algunos productos del metabolismo secundario tienen funciones ecolégicas
especificas como atrayentes o repelentes de animales. Muchos son pigmentos
que proporcionan color a flores y frutos, jugando un papel esencial en la
reproduccion atrayendo a insectos polinizadores, o atrayendo a animales que van
a utilizar los frutos como fuente de alimento, contribuyendo de esta forma a la

dispersion de semillas [30].

Otros compuestos tienen funcion protectora frente a predadores, actuando como
repelentes, proporcionando a la planta sabores amargos, haciéndolas indigestas o
venenosas. También intervienen en los mecanismos de defensa de las plantas

frente a diferentes patdégenos, actuando como pesticidas naturales.
Es importante destacar que los metabolitos secundarios tienen un importante valor
medicinal y econdmico, debido al uso en la industria cosmética, alimentaria y

farmacéutica. Se agrupan en cuatro clases principales [30].

TERPENOS. Entre los que se encuentran hormonas, pigmentos o aceites

esenciales.

COMPUESTOS FENOLICOS. Cumarinas, flavonoides, lignina y taninos.
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GLICOSIDOS. Saponinas, glicésidos cardiacos, glicdsidos cianogénicos y

glucosinolatos.

ALCALOIDES. Son compuestos nitrogenados, de origen vegetal; se emplean

como farmacos, actiian sobre el sistema nervioso.

Un gran numero de estos productos naturales, ya se usaban en la medicina
antigua como remedios para combatir enfermedades y en la actualidad se utilizan
para la elaboracion de medicamentos, resinas, gomas, potenciadores de sabor,

aromas, colorantes etc. [30].

Es por esto que la medicina tradicional es reconocida hoy como un recurso
fundamental para la salud de millones de seres humanos, un componente esencial
del patrimonio tangible e intangible de las culturas del mundo, un acervo de
informacion, recursos y practicas para el desarrollo y el bienestar, y un factor de

identidad de numerosos pueblos del planeta [31].

Es importante destacar que también reciben la denominacion de productos
naturales y tienen un importante y significativo valor medicinal y econdémico,
derivado éste ultimo de su uso en la industria cosmética, alimentaria vy
farmacéutica. Un gran numero de estos productos naturales, que ya se usaban en
la medicina antigua como remedios para combatir enfermedades, se utilizan en la
actualidad como medicamentos, resinas, gomas, potenciadores de sabor, aromas,

colorantes, etc. [32].

La medicina tradicional mexicana, como toda institucién social, ha cambiado en el
curso de los siglos, interactuando con otros modelos terapéuticos para conformar
lo que llamamos el “sistema real de salud” de millones de mexicanos del siglo XXI,
habitantes del campo y la ciudad. Asociada fuertemente a las plantas medicinales
su recurso mas abundante, accesible y conocido, la medicina tradicional es mucho
mas que botanica medicinal [33].
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A partir de la aparicion de las medicinas de farmacia, los médicos se olvidaron del
uso de las plantas medicinales limitandose a recetar cosas caras, dificiles de

conseguir y en varios casos con efectos peligrosos [28].

Es por este motivo que es necesario realizar estudios fitoquimicos, farmacoldgicos
y toxicologicos de las plantas que resulten en el conocimiento y validacion de las
propiedades terapéuticas de los productos naturales, como una alternativa para la
obtencién de compuestos activos, utiles en el desarrollo de farmacos que permitan
resolver problemas de salud tanto en los paises en desarrollo como en los
industrializados. La abundancia y diversidad de los recursos naturales del pais,
son fuente potencial para el hallazgo de estos compuestos con aplicacién

terapéutica [34].

Dentro de las aplicaciones terapéuticas se encuentra el uso de las antas
medicinales que se han utilizado como medicina para el tratamiento de una amplia
gama de enfermedades. A pesar del gran avance observado en la medicina
moderna en las Ultimas décadas, las plantas todavia hacen una enorme

contribucion a la salud [35].

Un ejemplo de esto, es la especie Tagetes lucida Linneo, una planta que ha
demostrado tener un efecto antimicrobiano sobre diversos hongos y bacterias
patdogenas del hombre, y también propiedades antiespasmaddicas, antisépticas,
antidiarréicas, antiinflamatorias, antioxidantes, carminativas, digestivas, diuréticas,

febrifugas, aromaticas y contra tumores [36, 37].

Se probaron los extractos metandlico y cloroférmico de T. lucida, asi como los
flavonoides y cumarinas aislados a partir de estos extractos, y reportaron su efecto
sobre bacterias patéogenas del hombre tales como Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Salmonella sp., Vibrio cholerae, Enterobacter
aerogenes, Enterobacter agglomerans, Salmonella typhi, Shigella boydii, Yersenia

enterochilitica, Bacillus subtilis, Sarcina lutea, Staphylococcus aureus. Asi como
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sobre los hongos Aspergillus niger, Fusarium moniliforme, Fusarium

sporotrichoides, Rhizoctonia solani, Trichophyton mentagrophytes [38].

También Hernandez y colaboradores, reportan el efecto antimicrobiano del
extracto de acetato de etilo del "pericon” como también se le conoce, sobre las
bacterias S. boydii, S. aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis y Sarcina lutea, identificando a las 5, 7,4'-

trimethoxyflavona como el compuesto que confiere el efecto antibacteriano [39].

De manera general, diversos estudios han demostrado que las hojas y flores de
las plantas de pericon contienen: aceite esencial (limoneno 16.5%; B-ocimeno
14%, B-cariofileno 28%, mirceno 4-5%, anetol, alilanisol, estragol éter metilico de
eugenol, tagetona) alcaloides cuaternarios, flavonoides (quercetagetina,
patuletina), saponinas, taninos, leucoantocianinas, acido galico, glucésidos
cianogénicos, cumarinas (herniarina, dimetil alileter de 7 hidroxicumarina, 6, 7, 8-

trimetoxicumarina) y pectina [37].

Se identificaron 30 compuestos presentes en el extracto de plantas de T. lucida
colectadas en Costa Rica, donde el aceite esencial metil chavicol es el mayor

constituyente con un 95-97 % [40].

El estudio mas reciente sobre la composicion fitoquimica de T. lucida, reporta que
se aislaron e identificaron 7 cumarinas y 3 flavonoides presentes en los extractos
metandlico y cloroférmico de las partes aéreas de T. lucida colectadas en

Michoacan, México [38].

15



Salinas De la Cruz, 2017

FAMILIA ASTERACEAE
Tagetes lucida Cav. (Pericén, Flor de anis)

La Familia Asteraceae se encuentra ampliamente distribuida en el continente
americano, y esta conformada por 18 tribus; en la tribu Tageteae se encuentra
Tagetes, que es uno de los ocho géneros que la integran [41]. El numero de
especies de Tagetes es de 55 [42] y México es un importante centro de diversidad,

contando con 26 especies nativas [43, 44, 42].

Ocupa partes altas de laderas y montafias en bosque mesdéfilo de montafia, de

encino, de pino, mixto de encino-pino y de junipero [45].

Figura 5. Tagetes lucida Cav.
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Clasificacion taxonémica.
Reino Plantae
Subreino Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivision Spermatophyta (plantas con semillas)
Division Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase Magnolipsida (dicotiledéneas)
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Genero Tagetes

Especie Tagetes lucida

Otros nombres usados:

Hierbanis, jericon, pericon vomol y Santa Maria [46]. En el Bajio se usa
cuchrucumin, falso hipericon, flor de Santa Maria, hierba afil, pericén, periquillo y

yerbanis; fuera de esta zona se conoce como tzitziqui y yiauhtli [47].

Descripcion: El pericon es una hierba erecta de 30 cm a 1 m de altura, muy
ramificada y que huele a anis. Las hojas son de un mismo ancho tanto en la parte
axial, como en la distal, con los bordes dentados y de color verde oscuro, de olor y
sabor a anis. Tiene las flores dispuestas en cabezuelas agrupadas en racimos,
estan en las partes terminales de la planta y son de color amarillo. Sus frutos son

negros y pequenos (figura 6).
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Figura 6. Descripcion de T. lucida

Habitat y Distribucion:

T. lucida es originaria de México, Guatemala y Honduras [48]. Crece de manera
silvestre en lugares con clima templado humedo a subtropical templado muy
hamedo con lluvias en verano, a un rango de altitud de entre 1000 y 2600 msnm, a

una temperatura promedio de 15y 20 °C [49].

T. lucida Cav. Se distribuye en Mexico desde Sonora, Chihuahua y Nuevo Ledn
hasta Honduras [36].

En condiciones naturales se encuentra en suelos arcillosos y bien drenados, pero
bajo cultivo responde mejor a suelos francos con suficiente materia organica
[50,36,51].
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Figura 7. Distribucion de T. lucida Cav.

USOS DE T. lucida

Las partes usadas principalmente son los capitulos y las hojas. El uso medicinal
mas frecuente de esta planta es en trastornos digestivos, principalmente para
dolores de estbmago (Guanajuato, Guerrero, Michoacan y Tlaxcala). También se

le emplea en cdélico estomacal, diarrea, disenteria, empacho, tifoidea y vomito [45].

Asimismo, se recomienda en desordenes ginecoldgicos como célicos menstruales
(dolor de regla), dismenorrea y cuando hay menstruacion lechosa o blanca, para
expeler el flujo, en bafios de sefora (bafo para después del parto) y para poder
tener hijos. Se prescribe para dolores en general, tales como los de espalda, de

abdomen, cerebro, cuerpo, huesos, dolor de muela, rabadilla, dolor de rifidn,
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dolores internos y de "aire" (producidos por un cambio brusco de temperatura),
enfriamiento localizado en cintura, oidos, cabeza y pecho; dolor y tos de
naturaleza reumatica, al igual que para célicos abdominales y célico de hombres.
Ademas, es util en problemas de reumatismo, inflamacion, varices, nubes de los
ojos, insomnio, resfriado, asma. Otras propiedades que se le atribuyen son como

abortivo, carminativo, digestivo, contra Ascaris y el mal aliento [52].

ANTECEDENTES

El extracto etandlico de pericon, sobre bacterias patdogenas del hombre,
reportando que el extracto presentd efecto antimicrobiano sobre las bacterias S.
aureus, Corynebacterium xerosis, Streptococcus mutans, Streptococcus
hemolitica, Enterococcus faecalis, Mycobacterium phlei y E. coli. Y sobre los
hongos Candida albicans, Candida stellatoidea, Geotrichum sp., Candida krusei,

Candida tropicalis y Cryptococcus neoformans [51].

Compuestos fendlicos mostraron actividad antifungica en contra de dos casos
clinicos de C. albicans. Otro grupo es el de los flavonoides los cuales han sido

reportados por ser compuestos antifungicos de origen natural.

El B-Sitosterol un compuesto de T. lucida posee propiedades antiespasmadicas,
digestivas, carminativas, diuréticas, antiinflamatorias tépicas, antibacterianas y
antifungicas, tonificante y equilibradora del sistema nervioso; el aceite esencial ha

mostrado efectos espasmoliticos [53].

Es importante mencionar que a las cumarinas se le atribuyen propiedades
antioxidantes, anticancerigenas, anti promotor de tumores, antidiabético y
antimicrobiano; son utilizadas como farmacos antitumorales que inducen la muerte

celular.
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En 2013 se realizaron pruebas del aceite esencial de T. lucida encontrando que
dichas muestras presentan un efecto fungistatico. Asi mismo se reporté que la

alocriptopina posee propiedades bactericidas y fungicidas [52].

Se evalud la actividad antifungica y antibacterial de diferentes cumarinas,
adicionalmente se corrobor6 su actividad contra las cepas micoéticas T.
mentagrophytes y R. solani, 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 [38].

JUSTIFICACION
La infeccion Meningoencefalitis amebiana primaria ha sido descrita como una
enfermedad fatal causada por N. fowleri. La combinaciéon de farmacos empleados
para combatir esta infeccion como lo son: rifampicina, fluconazol, anfotericina y
azitromicina no garantizan una efectividad y pueden causar severos dafios a los
pacientes y es dificil determinar el mejor tratamiento dado que pocas personas

sobreviven.

En los ultimos afios se ha resaltado el uso de los fenilpropanoides en aplicaciones
farmacéuticas como antioxidantes, antivirales, antitumorales y fungicidas [54].

Asimismo, la escoparona, 6,7-dimetoxicumarina y la 6,7-dimetoxi-4-cumarina,
presentaron actividad antifungica contra T. mentagrophytes y R. solani. Por otra
parte, se demostré6 que el extracto metandlico de T. lucida tiene actividad
antimicética e inhibe el crecimiento y un efecto fungistatico sobre C. albicans;
reportando ademas, que el extracto metandlico de T. lucida no es toxico a nivel
celular [52]. Con base en todo lo anterior, resulta importante probar el efecto del
extracto metandlico de T. lucida sobre trofozoitos de N. fowleri, ya que como se ha
mencionado anteriormente, esta ameba es muy susceptible al antimicético AMB,
pero lamentablemente es un compuesta altamente téxico que provoca danos

irreversibles.
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HIPOTESIS
Si N. fowleri es susceptible al antimicético Anfotericina B, y el extracto metandlico
de T. lucida presenta una actividad antifungica importante, entonces cabe esperar

que este extracto tenga actividad sobre N. fowleri.

OBJETIVOS
Objetivo General

e Determinar la actividad in vitro del extracto metandlico de la planta T. lucida

sobre la especie Naegleria fowleri.

Objetivos Particulares

e Realizar una curva patron para los ensayos de viabilidad de los trofozoitos
de N. fowleri en cultivo axénico mediante la técnica de viabilidad celular por

cristal violeta.

e Determinar la concentracién letal (CL) y la concentracion letal media (CLsp)
del extracto metandlico de T. lucida sobre N. fowleri mediante la técnica de

viabilidad celular por cristal violeta.

e Determinar la toxicidad del extracto metandlico de T. lucida mediante la

prueba de citotoxicidad con Células de Cancer Cervicouterino.

e Caracterizar la composicion quimica del extracto metandlico de T. lucida por
HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Resolucién) y una Cromatografia de

Gases acoplada a Espectrometria de Masas.
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MATERIAL Y METODOS
RECURSOS BIOLOGICOS

Amibas

Son de la cepa ATCC-30808, de la especie Naegleria fowleri (donadas por la Dra.
Patricia Bonilla del proyecto de Conservacion y Mejoramiento del Ambiente CyMA
de la F.E.S Iztacala).

Extracto Metandlico

El extracto metandlico de T. lucida fue proporcionado por la Dra. Maria Margarita
Canales Martinez, del Laboratorio de Farmacognosia de la Unidad de
Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO), F.E.S Iztacala.

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

machos de la cepa BALB/c de seis semanas de edad.

Cultivo de Amibas

Se cultivaron axénicamante en frascos Corning de 75 cm? con 30 ml de medio
Bactocasitona al 2% (DIFCO), enriquecido con suero fetal de bovino (SFB) al 10%,
con antibiético Antibac y se mantuvieron en incubaciéon a 37°C para promover el

optimo crecimiento.

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»
al 5% y a 37°C. Estas células fueron donadas por el Dr. Alberto Parra de la ESM
del IPN.
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Reactivacion de la virulencia

Se realizé en 3 ratones anestesiados con éter, a los que se les inocularon por via
intranasal 2.5x10* trofozoitos de N. fowleri a cada ratén utilizando una micropipeta.
Los ratones se mantuvieron en observacion durante 7 dias aproximadamente, que
es el tiempo durante el cual aparecen los sintomas y evoluciona la enfermedad,
tomando nota de los cambios de comportamientos que se presenten durante este
lapso de tiempo y haciendo pruebas de reaccidn a estimulos externos. Al
momento de la muerte se extrajeron los cerebros y se recuperaron las amibas, las

cuales se sembraron nuevamente y se inocularon a otro raton [55].

Curva patrén para los ensayos de viabilidad Celular por Cristal Violeta.

Una vez formada la monocapa de trofozoitos de N. fowleri en las cajas Corning se
agrego una solucion de PBS 1x estéril y se colocé la caja en el congelador por un
lapso de 10 minutos esto para que las células se despeguen de la superficie de la
caja. Transcurridos los 10 min la caja se llevd a una campana de flujo laminar y se
golped ligeramente con la palma de la mano para recuperar el contenido en tubos
estériles, esto procedimiento fue repetido en 2 ocasiones. Se centrifugaron los
tubos con amebas por un tiempo de 10 minutos a 2500 rpm, se decant6 el PBS 1x
cuidando que la pastilla obtenida no se deseche.

A dicha pastilla se le agregé un volumen conocido de medio y se realizé el conteo
mediante una camara de Neubauer y un microscopio Optico. Después en una
placa para cultivo celular con 96 pozos se le agregaron a cada pozo 100 uL de
medio, excepto en el primer pozo; se realizaron los calculos para ajustar el numero
de amibas a 2x10° en 200 pL y se agregaron en el primer pozo con una
micropipeta; se mezclaron muy bien las amibas del primer pozo procurando no
hacer burbujas, después se tomaron 100 yL y se pasaron al segundo pozo,
mezclando y procurando no hacer burbujas; este procedimiento se hizo

sucesivamente hasta el pozo numero 12 [55].
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No. de CELULAS

1 000 000
500 000
250 000
125 000
62 500
31250

15 625
7812
3 906
1953
976

488

Cuadro 1. Numero de células por pozo para el ensayo de viabilidad celular por cristal
violeta.

Posteriormente se incubd a una temperatura de 37°C por 30 minutos; una vez que
transcurrio este tiempo se elimind el medio de la placa sacudiéndola, se lavo
suavemente con solucion salina estéril o PBS 1X estéril (dos veces), se fijaron las
células con 100 pL de metanol por 30 segundos y se retird el resto de metanol. Se
agregaron con 100 uL de Solucion de cristal violeta al 0.1% a todos los pozos (la
solucién se preparé al 0.1% y se disolvié en agua destilada). Se incub6 de 10 a

15 min a temperatura ambiente en obscuridad.
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Posteriormente se elimind el colorante sacudiendo la placa, se lavé suavemente
con PBS 1X. Se solubilizaron las células agregando 100 yL de SDS al 1% (la
solucion se prepara con 1g de SDS y se disuelve en 100 mL de etanol al 50%).
Finalmente se leyé en un lector de ELISA en un rango de onda de 570nm. La
curva patron obtenida se utilizé para determinar la CL y la CLsp del extracto
metandlico de T. lucida, siguiendo la técnica de viabilidad celular por Cristal

Violeta, los valores de absorbancia se graficaron contra el numero de amebas.

Bioensayo del extracto metandlico de T. lucida

Para probar el efecto del extracto metandlico de T. lucida, se colocaron en una
placa de 96 pozos 15,000 trofozoitos por pozo (de la misma forma como se
explico anteriormente) en 150 pL de medio de cultivo, a los pozos se les agrego
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 realizdé la prueba de viabilidad celular por cristal violeta
siguiendo el mismo procedimiento que se explico para la curva patron.

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

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

Ensayo del Citotoxicidad

Este ensayo se realizO mediante la técnica de cristal violeta, en la cual se
utilizaron células CaSki (células humanas de cancer cervicouterino). Esta linea
celular, tienen la propiedad de crecer de forma adherente al recipiente, y
presentan morfologia epitelial. Se cultivaron en medio de cultvo 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
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para que se adhirieran a la placa. Posteriormente se afadieron las diferentes
concentraciones del extracto de T. lucida partiendo de la concentraciéon doble de
la CLsp que se obtuvo y se realizaron diluciones seriadas para los siguientes
pozos. Una vez realizado lo anterior, la placa se dejo incubar por un periodo de 72
horas a 37°C. La placa se lavé suavemente con solucion 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 agregd 100 pL de solucién de cristal violeta al 0.1% a
todos los pozos y se dej6 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 pyL de SDS al 1%. La placa se ley6 en un lector de ELISA a una
longitud de onda de 540nm.

Se determind la Clsg (Concentracion inhibitoria del 50% de la poblacién) mediante

un analisis de regresion no lineal exponencial.

Caracterizacion de la composicion quimica del extracto metandlico de T.
lucida por HPLC y CG-EM
HPLC

La caracterizacion quimica se realizé mediante una cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC por sus siglas en inglés), utilizando una columna Discovery C-
18, de 250 x 4.6 mm, tamafio de particula 5 um. Corrida isocratica con mezcla de
MeOH-acetonitrilo-agua (25-25-50), flujo de 1mL/min. Detector de arreglo de
diodos (DAD) a longitud de onda d €260 nm con barrido completo de 200-400 nm.

CG-EM
Se realizé cromatografia d gases acoplada a espectrometria de masas utilizando
el Cromatografo de gases Modelo 6850 de Agilent technologies, acoplado a un
Espectrometro de masas modelo 5975 con Columna RTX 30 m. de largo por 0.25
mm de didametro interno por 25 micras de pelicula.

Teniendo como parametros los siguientes aspectos:
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Condiciones de corrida:

O

Temperatura del inyector: 250°C.
o Modo de inyeccion: Split.

Radio: 33.5:1

Flujo del Split: 29.9 mL/mn.

o Flujo de corrida: 35 cm/seg

O

(@]

Horno:
e Temperatura inicial: 70°
e Rampa de calentamiento: 8 °C por min hasta 270 °C

e Segunda rampa: 10 °C por min hasta 290 °C, se mantiene 6 min.

Tiempo de corrida total: 35 min.

Linea de transferencia: 290 °C.
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RESULTADOS

Curva patrén 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 (figura 8) y fue empleada para interpolar los datos obtenidos de las
absorbancias de las interacciones del extracto metandlico de T. lucida sobre N.
fowleri.

Figura 8. Curva patrén de viabilidad celular, los datos de absorbancia se tomaron
a 570 nm.
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Efecto in vitro del extracto metandlico de T. lucida sobre N. fowleri

La interaccion del extracto metandlico de T. lucida sobre N. fowleri se realizd
mediante la técnica de viabilidad por cristal violeta donde la CLsg se obtuvo
interpolando las absorbancias en la curva patrén. Se observé que el extracto tuvo
un efecto dosis dependiente sobre N. fowleri, en el figura 9 se muestra la CLs, del

extracto que fue de 1.25 mg/mL.
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Figura 9. Interaccion del extracto metandlico de T. lucida sobre N. fowleri, donde la
concentracion de la CLsp es de 1.25 mg/mL.
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Curva de AMB

Se realizé una curva para determinar el efecto de la AMB sobre trofozoitos de N.
fowleri, donde se obtuvo una CLsy de 0.113pg/mL, y comparando la CLsy obtenida
del ensayo del extracto metandlico de T. lucida 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 T. lucida (figura 10).

Figura 10. Interaccion de N. fowleri con AMB
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Citotoxicidad celular

Una vez que se comprobd que el extracto presenté un efecto contra N. fowleri, se
considerd importante evaluar si el extracto es citotoxico. Para esta técnica se
utilizoé la linea celular CaSki se determind la Cl;, (Concentracion Inhibitoria del 50%
de la poblacién) mediante la técnica de viabilidad celular por cristal violeta, en la
figura 11 se observa que la CI; fue de 0.020 mg/mL, y tomando en cuenta el
criterio del Instituto Nacional de Cancer (NCI) que menciona que para un extracto
se considere citotoxico la concentracidn debe ser igual o menor a 20 ug/mL. Por lo
tanto, lo anterior indica que el extracto de T. lucida no es citotoxico debido a que

superdé por mucho la concentracion referida.

Figura 11. Interaccién del extracto metandlico de T. lucida sobre células CaSki, donde se

observa que la CIspes de 0.020 mg/mL.
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A B
CONTROL

Figura 12. Fotografias de células caSki observadas a 40x con microscopio éptico donde:
A) Se observa el control de células CaSki adheridas al pozo. B) Se observa la CI;,, 50%
de mortalidad de células CaSki. C) Pozo con la CI, donde se presenta el 100% de
mortalidad de células CaSki y a simple vista se observan restos de células que se

despegaron de la placa.
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HPLC del extracto de T. lucida

Se pueden observar al menos 17 picos de absorbancia en el Cromatograma
(figura 13), 9 de los cuales corresponden a flavonoides, algunos derivado del

Acido benzoico, un fenilpropanoide y un fenol (cuadro 2).

Figura 13. Cromatograma del HPLC del extracto de T. lucida.

1= Fenol, 2=Flavonoide, 3= Derivado del Acido benzoico, 4= Fenilpropanoide
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Cuadro 2. Tiempo de Retencién y UV maxima del extracto metandlico de

T. lucida.

1.91
2.32
2.46
259
3.16
3.34
3.47
4.60
5.42
6.08
6.46

6.86
7.58
8.40
10.54
14.98
17.57

290
210 290 328
214 282 332
206 258 278 340
218 260 274 356
214 258 276 352
208 258 278 348
256 342
260 274 356
230 244 258 346
244 258 270 310
350
242 258 270 348
216 322
216 322
270
230 278
260 298

Fenol
Flavonoide
Flavonoide
Flavonoide
Flavonoide
Flavonoide
Flavonoide
Derivado del Acido Benzoico
Fenilpropanoide
Flavonoide

Flavonoide

Flavonoide
Derivado del Acido Benzoico
Derivado del Acido Benzoico

Fenol
Derivado del Acido Benzoico

Derivado del Acido Benzoico
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CG-EM del extracto de T. lucida

El Cromatograma muestra el compuesto mayoritario que se identific6 como 7
metoxy-cumarina (19.87%) (figura 14), también se reportaron otros compuestos
como [-sitosterol, alocriptopina y siringol, también se menciona que el género
Tagetes posee dentro de sus componentes, compuestos con actividad
antioxidante como el kampferol y la quercetina, planteando de manera concreta la

actividad antioxidante de la especie [56,53].
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Figura 14. CG-EM del extracto metandlico de T. lucida.
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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 T. lucida tiene actividad contra N.
fowleri. Es importante mencionar que son muy pocos trabajos sobre T. lucida 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 compuestos fendlicos y fenilpropanoides entre otros, muchos de
estos productos estan implicados en las interacciones planta-herbivoro. Actuan
como agentes antimicrobianos. Algunos de estos compuestos muestran
fototoxicidad frente a insectos tras activarse por luz UV, accién llevada a cabo por
bloqueo de la transcripcidn y de la reparacion de DNA, provocando la muerte
celular [30].

Los flavonoides son los compuestos polifendlicos 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 [57].

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 [58, 59].

Esta clase de productos naturales se estan convirtiendo en un tema de
investigacion anti-infecciosa, y muchos grupos de investigacion han aislado e
identificado que los flavonoides poseen actividad antifungica, actividad antiviral y

antibacteriana [59].

Estos resultados coinciden con estudios que demostraron el efecto de isoflavonas
presentes en Dalea aurea sobre N. fowleri, donde se registr6 una actividad

significativa en la inhibicion del crecimiento de N. fowleri [60], sin embargo, su
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estudio solo consistid en observar como afectaba el crecimiento en el cultivo de la

ameba.

Se ha comprobado el efecto de extractos metandlicos ricos en fenilpropanoides de
diversas plantas mexicanas contra trofozoitos de Trichomonas vaginalis, E.
histolytica y Giardia lamblia [61,62], asi como también ha sido reportado el efecto
in vitro antiplasmadico, antileishmanial y antitripanosomal de diversos flavonoides
como catecol, catequinas, flavanos y flavanoles [63], asi mismo se ha reportado el
efecto de flavonoides sobre C. albicans y C. krusei [64,65]. Por otro lado también

se comprobo el efecto in vivo de tres flavonoides sobre G. lamblia [66].

En el presente trabajo se confirma lo sefalado por Vizcaino en 2013 quien evalud
la actividad antifungica de diferentes fenilpropanoides sugiriendo que estos son los
principales responsables de la actividad fungistatica contra el hongo B.
theobromae [67].

Las cumarinas son fenilpropanoides encontrados en el extracto de T. lucida, estos
compuestos son de gran interés, se utilizan como colorantes e insecticidas.
Estudios in vitro sobre la actividad estructural de las cumarinas han demostrado
que el caracter lipofilico y la estructura planar son requisitos para desarrollar
actividades antimicrobianas [68]. Las cumarinas son inhibidores de la actividad de
la ATPasa y de la DNA girasa por consiguiente tiene un buen potencial
antimicrobiano mecanismo por el cual, es probable que esté actuando sobre N.
fowleri [69]. En la medicina son empleadas para la fotoquimioterapia, como
antifungicos y antibacteriales, en el tratamiento de la diabetes, contra el cancér de
seno, pulmones y prostata, asi como antibacterial, antiinflamatoria, anticoagulante
y en el tratamiento del SNC [38, 70,71, 72]. Se comprobd la actividad de una
cumarina para inhibir el crecimiento de Leishmania amazonensis y L. braziliensis
[73]. Por otra parte, es también conocida la actividad antiparasitaria de las
cumarinas, y la creciente demanda de nuevos antiprotozoarios ha provocado la

sintesis de nuevos farmacos de estructura flavonoide de los que destacamos la 8-
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(3-furil) cumarina, compuesto natural con actividad antileishmania y actividad
antimalaria [74]. Adicionalmente se corroboré contra cepas micoticas de T.
mentagrophytes y R. solani [38]. En estudios relacionados con actividad
antimicrobiana en el extracto alcohdlico de Haplopappus multifolius se comprueba
la presencia de cumarinas que confieren una actividad antibacterial contra S.
aureus, Sarcina lutea y E. coli [75].

De esta manera se reporta que las cumarinas como la 7-hidroxicumarina que, in
vitro, induce la inhibicién en la proliferacion de diversas lineas celulares malignas

de distinta estirpe histologica alterando su ciclo celular [76].

Con base a los resultados se demuestra que el extracto metandlico de T. lucida
tiene actividad amebicida contra N. fowleri, sin embargo era importante evaluar si
el extracto es toxico 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 acompafian.

Se determiné para el extracto de T. lucida una CI;= 0.020 mg/mL y tomando
como referencia el criterio del CNI de E.U (National Cancer Institute), en el cual se
considera que para que un extracto tenga un efecto citotéxico activo el valor de
Cls, tras la incubacion entre 48 y 72 horas, debe ser maximo de 20 pg/mL o
menos y para un compuesto puro es de 4 ug/mL o menos [77,78, 79], lo anterior

demuestra que el extracto de T. lucida no es citotoxico.

Sobre la toxicidad, de la familia Asteraceae se han aislado flavonoides téxicos
entre ellos apigenina que ha mostrado propiedades antioxidantes,
anticancerigenas, antibacteriales, antifungicas, antiinflamatorias, antiasmaticas,
antidermatitis y antineurodegenerativas en diferentes tipos celulares [80]. Otro
compuesto es el fitoesterol [81], B-sitosterol del cual se reporta su capacidad
antinflamatoria [53], cabe destacar que Bouic menciona propiedades

inmunomoduladoras para este fitoesterol, las cuales, podrian ser benéficas para la
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prevencion de cancer de colon, cancer de mama y dafo tisular asociado a

inflamacion [82].

Se ha reportado actividad antimicética muy baja de Pterocaulon (Asteracea)
(micosis animal) contra las cepas de Cryptococcus neoformans, Aspergillus

fumigatus, Microsporum gypseum, T. mentagrophytes [83].

Cabe destacar 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
composicién quimica y tratar de elucidar los mecanismos moleculares de los
compuestos no solo sobre las células cancerigenas sino también sobre los
trofozoitos de N. fowleri. Hacen falta mas estudios sobre las propiedades
bioldgicas del extracto metandlico de T. lucida para poder proponer diversos usos

potenciales.
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CONCLUSIONES

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

e EIl extracto metandlico de T. lucida presenté efecto amebicida sobre N.

fowleri.

e El extracto metandlico de T. lucida no presentd efecto citotdxico.

e Los compuestos principales presentes en el extracto de T. lucida

pertenecen al grupo de los fenilpropanoides entre ellos cumarinas.
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