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Resumen

El valor de las plantas como fuente de agentes medicinales se
encuentra asociado a sus constituyentes quimicos, especificamente
por aquellos metabolitos secundarios que han demostrado poseer
actividad biolégica. En el reino vegetal se encuentran varias plantas
que han sido usadas para el tratamiento de parasitosis, como el
paludismo, amibiasis, tripanosomiasis y leishmaniosis, entre otras.

Tomando en cuenta que las plantas ofrecen una alternativa para el
aislamiento de metabolitos activos, en este trabajo se estudié el
extracto metandlico de la planta Tridax procumbens L. el cual
presenté actividad antiprotozoaria.

La fraccion hexanica activa, resultante de la particién del extracto
metandlico, fue purificada hasta obtener el metabolito (3S5)-16,17-
dideshidrofalcarinol, el cual demostré actividad leishmanicida contra
promastigotes de L. mexicana. Este compuesto no presenté actividad
citotoxica contra las diferentes células evaluadas (MDCK, KB, células
adherentes y no adherentes). Por otro lado, el (3S)-16,17-
dideshidrofalcarinol presenté actividad leishmanicida contra los
amastigotes intracelulares de L. mexicana (LV4), observandose una
notable disminucién en el porcentaje de infeccion de macrofagos
derivados de médula 6sea de ratones tratados con el compuesto sin
presentar efecto citotoxico en los macréfagos a las concentraciones
leishmanicidas. Lo anterior demuestra que la actividad leishmanicida
del metabolito es selectiva contra este parasito y no es debida a una
citotoxicidad general. También, de la fraccion hexanica, se obtuvo
una mezcla de los esteroles conocidos estigmasterol y (3-sitosterol y
un acido graso, el acido palmitico. En su evaluacion, ninguno de
estos compuestos mostré actividad contra los promastigotes de L.
mexicana. Sin embargo, el acido 'palmitico fue ligeramente activo
contra Giardia lamblia.

Por otro lado, (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol mostré actividad contra
Trypanosoma cruzi y moderada actividad contra G. lamblia.
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Abstract

The value of plants as a source for medicinal agents is associated to
their chemical components, specifically by those secondary
metabolites that have demonstrated to possess biological activity. In
the plant kingdom, there are many plants that have been used for the
treatment of parasitism, such as malaria, amibiasis, tripanosomiasis,
and leishmaniasis.

Taking into account that plants offer an alternative for the isolation of
active metabolites, in this work we have studied the methanol extract
of the plant Tridax procumbens L., which presented antiprotozoal
activity.

The active hexane fraction, resulting from the solvent partition of the
methanol extract, was purified until obtaining the metabolite (3S)-
16,17-dideshydrofalcarinol, which demonstrated leishmanicidal
activity against promastigotes of Leishmania mexicana. On the other
hand, this compound did not present cytotoxic activity against
different cells evaluated (MDCK, KB, adherent and not adherent
cells). (3S)-16,17-Dideshydrofalcarinol presented leishmanicidal
activity against intracellular amastigotes of L. mexicana (LV4),
producing a remarkable reduction in the percentage of infection of
macrophages derived from mice bone marrow treated with this
compound without presenting cytotoxic effect at the leishmanicidal
concentration. The aforementioned test demonstrated that the
leishmariicidal activity of the metabolite is selective against this
parasite and it is not due to a general cytotoxicity. Also, from the
hexane fraction, a mixture of the well-known sterols B-sitosterol and
estigmasterol and the fatty acid palmitic acid were obtained. In their
evaluation, these compounds did not show activity against
promastigotes of L. mexicana. Nevertheless, palmitic acid was
slightly active against Giardia lamblia.

On the other hand, (3S)-16,17-dideshydrofalcarinol showed activity
against Trypanosoma cruzi and moderate activity against G. lamblia.
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INTRODUCCION

La utilidad de plantas medicinales como recurso para solucionar
problemas de salud se conoce desde tiempos remotos y aun en la
actualidad es una fuente importante de medicamentos (Anthony et
al., 2005, Waizel Bucal & Waizel Haiat, 2005). La medicina
tradicional es una realidad presente en todo el mundo; como su
nombre lo indica, forma parte del patrimonio cultural de cada pais,
con practicas que se han transmitido de una generacion a otra desde
centenares de afios antes del desarrollo de nuestra medicina actual
(Morén Rodriguez & Jardines Méndez, 1997).

En México, de las 30,000 especies de plantas conocidas,
aproximadamente 3,000 son empleadas comunmente en la medicina
tradicional (Argueta et al., 1994). El Instituto Mexicano para el
Estudio de las Plantas Medicinales (IMEPLAM) encontré que mas de
2,000 especies botanicas tienen aplicaciones terapéuticas (Ponce et
al., 1994).

Muchas de las enfermedades comunes en zonas tropicales son
causadas por protozoarios. Estos son organismos unicelulares
eucariontes; la mayor parte de ellos tiene vida libre, pero algunos
actuan como parasitos adaptandose a las condiciones de vida que le
provee su huésped (Tay et al., 2002).

En la medicina tradicional también se conocen remedios a estas
enfermedades, preparados a partir de plantas. Segun la base de
datos NAPRALERT las plantas utilizadas para el tratamiento de
enfermedades causadas por parasitos (amibiasis, tripanosomiasis,
paludismo y leishmaniosis), incluyen 152 géneros para el tratamiento
del paludismo y 139 géneros que poseen actividad amebicida.
Existen mas de 20 especies vegetales, de diferentes familias
taxondmicas, reportadas como poseedoras de productos con
actividad significativa contra diferentes especies de Leishmania
(Phillipson & Wrigth, 1991; Iwu et al., 1994; De Carvalho et al., 2001).

Los protozoarios del género Leishmania causan las leishmaniosis,
grupo de enfermedades que cursan como ulceras cutaneas o como
graves afectaciones viscerales (Alvar-Ezquerra, 2001). Ocurren dos
millones de nuevos casos en el mundo (1.5 millones de leishmaniosis



cutanea y 500,000 de leishmaniosis visceral) al afio, aunque se
estima que la cifra puede llegar hasta 12 millones. La poblacién en
riesgo es de 350 millones (Desjeux, 2004).

México es uno de los 88 paises afectados por la leishmaniosis. La
forma clinica que ha sido detectada en esta region es la
leishmaniosis cutanea localizada, también conocida con el nombre
comun de ulcera del chiclero, esta fue descrita por primera vez en
Yucatan y por ende en México, por Seidelin en 1912. Se le denomina
de esta manera por producir lesiones ulcerosas con mucha
frecuencia en las orejas de ese tipo de trabajadores, y es causada
principalmente por Leishmania mexicana (Rodriguez Dominguez,
2002; Velasco Castrejon, 1987).

Actualmente, se desconoce el numero de plantas utilizadas para el
tratamiento de la leishmaniosis en la Republica Mexicana. En la
medicina tradicional de la peninsula de Yucatan, se reportan algunas
especies utilizadas en el tratamiento de la leishmaniosis cutanea
localizada: Asclepias curassavica (Asclepiadaceae), Clusia salvinii
(Guttiferae), Pentalinon andrieuxii (Apocynaceae), Scoparia dulcis
(Scrophulariaceae), Vitex gaumeri (Verbenaceae), y Zamia loddigesii
(Cycadaceae) (Hernandez-Lépez, 1999; Chan-Bacab, 2000;
Lezama-Davila et al., 2007). Todas estas plantas estan o han sido
evaluadas en relacién a su composicién quimica y a las propiedades
farmacoloégicas de sus metabolitos secundarios.

En un monitoreo de las plantas utilizadas en la medicina tradicional
maya, se encontré que Tridax procumbens L. es usada contra la
disenteria (amibiasis), Ulceras cronicas (leishmaniosis) y fiebre
(malaria), ya sea aplicada de manera tépica u oral (Caceres et al.,
1998). Esta planta ha sido poco estudiada fitoquimicamente (Gadre
& Gabhe, 1988; Verma & Gupta, 1988; Yadava & Saurabh, 1998; Ali
et al., 2001; Ali & Jahangir 2002; Akbar et al., 2002; Wen-Hao et al.,
2008) y solo existen algunos reportes de las propiedades
farmacoldgicas de sus extractos organicos y acuosos (Diwan et al.,
1989; Caceres et al., 1990; Pathak et al., 1991; Saraf & Dixit 1991;
Taylor et al., 1996; Berger et al., 1998; Caceres et al., 1998; Perumal
et al.,, 1999; Taddei & Rosas-Romero, 2000; Morales et al., 2001;
Clarkson et al., 2004; Tiwari et al., 2004; Hemalatha, 2008; Kale et
al., 2008).



Peraza-Sanchez y colaboradores reportaron en 2005 y 2007 que el
extracto metandlico de T. procumbens presenta importante actividad
giardicida y leishmanicida.

Tomando en cuenta las propiedades demostradas de T.
procumbens, y su potencialidad como agente quimioterapéutico, en
esta investigacion se efectud el estudio de esta planta, mediante una
purificacion biodirigida con la finalidad de aislar y elucidar
compuestos con  actividad  antiprotozoaria, enfocandose
principalmente en leishmanicida, asi como la evaluacion citotéxica,
de los mismos, y de las actividades giardicida y tripanocida, los
cuales podrian convertirse en modelos quimicos y/o medicamentos
para el tratamiento de estas enfermedades.

Los resultados obtenidos permitieron establecer que T. procumbens
produce metabolitos con actividad antiprotozoaria, sin actividad
citotdxica a las mismas concentraciones contra los parasitos.
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Capitulo 1

Antecedentes

Los parasitos protozoarios se encuentran entre los patégenos con
una mayor incidencia a nivel mundial, siendo la causa de algunas de
las enfermedades tropicales mas devastadoras para el hombre y los
animales domeésticos, como el paludismo, la amibiasis, la giardiasis,
la toxoplasmosis, la tripanosomiasis y la leishmaniosis, que afectan
aproximadamente al 25% de la poblacion mundial, provocando
pérdida de vidas y de productividad, principalmente en paises en
desarrollo (Gallagher et al., 1994).

La evaluacion cientifica de las plantas medicinales forma parte de la
medicina moderna. Varios compuestos provenientes de plantas han
sido y son evaluados en varios laboratorios como potentes agentes
antiparasitarios, principalmente contra la malaria (Akedengue et al.,
1999).

1.1. LEISHMANIOSIS

Los protozoarios del género Leishmania causan las leishmaniosis, un
grupo de enfermedades que cursan como Uulceras cutaneas o como
graves afectaciones viscerales. Entre estas dos manifestaciones
extremas de la enfermedad existen diferentes formas clinicas.
Existen aproximadamente veinte especies patégenas de Leishmania
que son transmitidas por la picadura de los insectos dipteros de los
géneros Phlebotomus en el Viejo Mundo y Lutzomyia en el Nuevo
Mundo (Alvar-Ezquerra, 2001).

La mayoria de las especies son patégenas al hombre y a
vertebrados inferiores. Estas especies han sido diferenciadas por
medio de estudios genéticos, bioquimicos e inmunolégicos (Lezama-
Davila e Isaac-Marquez, 1995; Arias et al., 1996).



La enfermedad, depende de la virulencia propia de cada especie y
de la respuesta inmune que establezca cada hospedador. La
parasitosis se caracteriza por diversas manifestaciones clinicas,
dependiendo de la especie de Leishmania infectante, por lo que han
sido clasificadas en (Bray, 1974; Herwald, 1999):

a) Leishmaniosis visceral, también conocida como “Kala-azar”

b) Leishmaniosis mucocutanea

c) Leishmaniosis cutanea, que a su vez se divide en leishmaniosis
cutanea difusa y leishmaniosis cutanea localizada

La leishmaniosis visceral o “Kala azar” es |la forma clinica mas severa
de la enfermedad, siendo por lo general mortal si no es tratada. Se
caracteriza por la afeccion de los érganos internos, especialmente el
higado y el bazo, en los que provoca hepatoesplenomegalia. La
leishmaniosis mucocutanea a menudo provoca una desfiguracion
facial causada por la erosion de los sitios mucocutaneos de la boca,
la nariz y el tabique nasal. La leishmaniosis cutanea difusa o
diseminada se caracteriza por la formaciéon de noédulos, placas o
papulas multiples, especialmente en la cara y sobre la superficie
exterior de los miembros. La leishmaniosis cutanea localizada se
caracteriza por la formacién de lesiones ulcerosas en la piel,
localizadas principalmente en areas expuestas y con una mayor
frecuencia en orejas y cara. La lesion se inicia como una papula que
se convierte paulatinamente en una ulcera subcutanea, en forma de
crater, de bordes elevados y endurecidos. Su curacién puede ser
espontanea, dejando una cicatriz como evidencia. Cuando la lesién
se localiza en el pabellén auricular puede ser deformante, tiende a
hacerse cronica, provocando una mutilacion severa del cartilago
(Berman, 1997; Tay et al., 2002).

Las formas clinicas estan en estrecha relacién con la especie de
Leishmania y la respuesta adaptativa, resultado del equilibrio entre la
inmunidad celular y humoral. (Murray et al., 2005; Reithinger et al.,
2007, Liese et al., 2008).

El diagnéstico de la leishmaniosis suele ser complicado por la
variedad de sus sintomas clinicos, pero basicamente se confirma al
identificar al parasito, para el cual se emplean diversos métodos ya
sea directos (ej. examen microscépico usando tinciones), serolégicos
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(ej. inmunofluorescencia indirecta) y moleculares (ej. PCR) (Berman
1997; Cuba-Cuba 2000; Caceres-Rey & Montoya-Piedra, 2002;
Davies et al., 2003).

1.1.1. Ciclo biolégico

Leishmania es un parasito digénico; realiza parte de su ciclo
biolégico tanto en el tubo digestivo del vector invertebrado como en
las células fagociticas del hospedador vertebrado. En el invertebrado
adopta una forma flagelar (promastigote), y en el vertebrado una
forma aflagelar o amastigote dentro de los macréfagos. El
promastigote, mide entre 15 y 28 um de largo, representa la forma
que infecta al hombre y a otros huéspedes vertebrados, presenta un
nucleo oval en la region central del parasito y un kinetoplasto
subterminal en la parte anterior, del cual se origina un flagelo casi de
igual tamafio que el cuerpo. El amastigote es |la forma parasitaria, y
solo se observa en los tejidos de los vertebrados infectados o en
cultivos de tejidos; mide alrededor de 2 a 4 um de diametro, es
inmovil, en su citoplasma se observa un nucleo voluminoso y
esferoidal, generalmente excéntrico, y un kinetoplasto de aspecto
bacilar, el cual se colorea intensamente con tincion de Giemsa y esta
asociado a un rudimento de flagelo llamado rizoplasto (Herwaldt,
1999; Hepburn, 2000; Vannier-Santos et al., 2002; Murray et al.,
2005).

El ciclo biolégico se completa cuando el vector (Phlebotomus o
Lutzomyia) - infectado se alimenta de un huésped susceptible e
inocula con su saliva los parasitos que porta. Una vez que el
promastigote alcanza los capilares cutdaneos del hospedador
vertebrado, es fagocitado por el macrofago, en donde pierde su
flagelo, se redondea transformandose en amastigote y empieza a
dividirse por fisidbn binaria hasta :llenar el citoplasma de la célula,
rechazando el nulcleo, haciéndola estallar e invadiendo nuevas
células. EI macréfago trata de eliminar al parasito en la vacuola
parasitéfora, mediante una cascada de metabolitos derivados del
oxigeno, principalmente o6xido nitrico, y con la liberacién de
hidrolasas lisosomales que se vierten al espacio intravacuolar. Sin
embargo, Leishmania evade esas reacciones inmunologicas e
inespecificas del macrofago logrando vivir y multiplicarse en su
interior. De la eficacia en la respuesta inmune y la virulencia de este
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protozoario depende la progresién de la leishmaniosis. Si sobreviven
las leishmanias, los monocitos parasitados circulantes pueden ser
ingurgitados por otro flebotomo, en cuyo intestino se liberan los
amastigotes, que recuperan la forma de promastigotes y, tras varios
dias, alcanzan la capacidad infectiva, ya en la proximidad de la
probéscide, quedando asi dispuestos para ser inoculados, con lo que
se cierra el ciclo (Fig. 1) (Alvar-Ezquerra, 2001; Tay et al., 2002;
Singh 2006; Reithinger et al., 2007)
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Promastigotes de Leishmania sp.

QSHQQEE, de | eizhmaniz 5[, HUSFIedﬂdElI'ES de Leishmanis

Figura 1. Ciclo biolégico de Leishmania sp. a) El vector infectado se
alimenta de un huésped susceptible, b) los promastigotes son inoculados a
c) los hospedadores susceptibles, donde son fagocitados por los
macrofagos, pierden su flagelo y se redondean transformandose en d)
amastigotes, los cuales son ingurgitados por otro vector, en cuyo intestino
se liberan los amastigotes, que recuperan la forma de promastigote y tras
varios dias alcanzan la capacidad infectiva, quedando asi dispuestos para
ser inoculados, con lo que se cierra el ciclo (Alvar-Ezquerra, 2001; Tay et
al., 2002; Singh, 2006 y Reithinger et al., 2007).

1.1.2. Epidemiologia

La leishmaniosis se reporta en 88 paises de diversos contextos
geograficos de las zonas tropicales y subtropicales. Mas del 90% de
la leishmaniosis cutanea estd reportada en Afganistan, Algeria,
Arabia Saudita, Brasil, Iran, Iraq, Siria y Sudan, mientras que mas del
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90% de los casos de la forma visceral ocurre en poblaciones rurales
de Bangladesh, India, Nepal, Sudan y Brasil (Ashford et al., 1992;
Desjeux, 2004).

La prevalencia de leishmaniosis es de 12 millones de enfermos, con
una incidencia de 1 a 1.5 millones de casos anuales de leishmaniosis
cutanea y de 500,000 casos, de leishmaniosis visceral. La poblacion
en riesgo es de 350 millones de personas (Desjeux, 2001; Desjeux,
2004).

La prevalencia e incidencia sélo pueden ser estimados de manera
tentativa, por ser enfermedades de transmisién rural, localizadas en
zonas remotas, y porque en muchos casos no son diagnosticadas
por falta de atencion médica o por ser asintomaticas. Por otra parte,
en el sur de Europa se ha observado un aumento de casos debido a
la infeccién por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) (Desjeux,
2004).

La leishmaniosis en México se distribuye al menos en 17 entidades,
desde Chiapas, Coahuila, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos,
Nayarit, Nuevo Leén, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Tamaulipas,
Tabasco, Veracruz, y en los estados de la peninsula de Yucatan (Fig.
2) (Velasco-Castrejon, 1987; 1991; Rodriguez-Dominguez 2002).
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Figura 2. Distribucion de leishmaniosis en México. El asterisco (*)
representa el mayor numero de casos de leishmaniosis,
observandose que estos son los estados de Campeche, Chiapas
Nayarit, Quintana Roo y Tabasco. Mapa tomado del libro de
trabajo de: Analisis de leishmaniosis en México. Consulta de
expertos OPS/OMS sobre leishmaniosis visceral en las Américas,
Brasilia, Brasil, Becker, 2005.

En México, hasta 1991 solo se habian notificado cinco casos de LV,
todos al suroeste de la ciudad de México (cuenca del rio Balsas), en
los estados de Guerrero, Morelos y Puebla. Entre 1991 y 1993 se
registraron siete casos en el estado de Chiapas. De estos casos, seis
se presentaron en menores de 5 afios (uno fallecid) y el restante, en
un adulto de 22 afios de edad (Arias, 1996). En 2004 se reporté un
caso de un paciente preescolar originario del estado de Guerrero
(Romano-Mazzotti et al., 2004). Entre 1952 y 2005 se han registrado
un total de 91 casos de LV en México, 78 de los cuales se registraron
en Chiapas. Estos datos reflejan la expansién progresiva de esta
leishmaniosis en México (Becker ef al., 2005). En 2007 se reporté un
caso de un paciente preescolar, en el estado de Guerrero
(Hernandez-Flores et al., 2007).
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Leishmania mexicana causa la forma cutanea o “llcera de los
chicleros”, y se presenta principalmente en el sureste de México, en
los estados de Chiapas, Oaxaca, Tabasco y Veracruz, especialmente
en los estados de Campeche, Quintana Roo y Yucatan. En 1993 se
registraron 170 casos en el estado de Nayarit. Durante el periodo
1987-1989, en el estado de Tabasco se registraron 625 casos,
incluidos 18 de leishmaniosis cutanea diseminada (LCD). A partir de
1989 ha aumentado el numero de casos en Chiapas (Arias, 1996).
De 1995 a 2000 se reportaron casos en 11 estados con presencia
regular en ocho de ellos, Campeche, Chiapas, Nayarit, Oaxaca,
Quintana Roo, Sinaloa, Tabasco y Veracruz (Rodriguez-Dominguez,
2002). En resumen, desde 1981 hasta la semana 40 de 2005, se ha
reportado en México un total de 16,532 casos de LCL y 23 de LCD
(Becker et al., 2005). En Veracruz, en 2005, se reporté un total de 68
casos confirmados (Pérez-Sanchez, 2007). En el afio 2006 se
reportd un caso de un paciente de 31 afios de edad en el estado de
Oaxaca (Rabago et al., 2006).

En Meéxico se han reportado 27 casos con leishmaniosis
mucocutanea, especialmente en los estados de Oaxaca y Veracruz;
se piensa que, ademas de los casos reales, se han sumado casos de
LCL con invasiéon de mucosas por cercania. Debido a que en México
no existen campafas de deteccién activa, estos datos representan
unicamente una pequefia porcién del numero total de los pacientes
con leishmaniosis existentes en México (Becker et al., 2005).

En estudios epidemiolédgicos, la leishmaniosis es nueve veces mas
frecuente en el hombre que en las mujeres, a causa del tiempo de
exposicién prolongada, debido a sus actividades laborales a la
intemperie o rurales, como es el caso de los campesinos, personal
militar, ganaderos, chicleros, madereros, exploradores, antropdlogos
y constructores de carreteras o vias férreas (Frias-Salcedo, 1997;
Tay et al., 2002; Marin-Leonett, 2007).

1.1.3. Reservorios

En general, se considera que los roedores silvestres son los
reservorios de la leishmaniosis cutanea y que los canidos silvestres y
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domésticos, los de leishmaniosis visceral. Sin embargo, en ciertas
regiones endémicas de leishmaniosis cutanea de Argentina, Brasil,
Costa Rica, Panama y Peru, se ha observado perros con lesiones
tipicas, a los que se les ha aislado el agente etiologico (Velasco-
Castrejon, 1987; Tay et al., 2002).

1.1.4. Control

Las medidas de control varian de una zona a otra, segun los habitos
de los huéspedes mamiferos y de los flebotomos vectores. La lucha
contra la leishmaniosis se dirige en tres direcciones (Benenson,
1997; Chin, 2001 Zorio-Grima, 2005):

1) A nivel de vector: tratamiento por insecticidas.

2) A nivel de reservorio: collares insecticidas repelentes
(deltametrina), pipetas insecticidas aplicadas sobre la piel
(permetrina).

3) A nivel de pacientes: tratamiento especifico.

1.1.5. Tratamiento

El tratamiento de eleccion de cualquier forma de leishmaniosis son
los antimoniales pentavalentes; en el mercado existen dos
presentaciones, el antimoniato de meglumina (Glucantime®; Rhéne-
Poulenc, Paris) y el estibogluconato de sodio (Pentostam®;
Wellcome, London) (Berman, 1997; Croft et al., 2006; Mishra et al.,
2007; Santos et al., 2008) (Fig. 3). EI mecanismo de accién de estos
dos medicamentos se da por la interferencia con los procesos
bioenergéticos de los amastigotes, inhibiendo los procesos de
glucdlisis y oxidacion de acidos grasos y acompafiado de una
reduccion neta en la produccion de ATP y GTP. También se ha
descrito la union inespecifica del antimonio con los grupos sulfhidrilos
de las proteinas del parasito (Grimaldi Jr & Tesh, 1993; Balafia-
Fouce et al., 1998; Hepburn, 2000; Croft & Yardley, 2002; Mishra et
al., 2007). Ademas de que en algunos paises estos farmacos han
sido ineficaces aun con terapias prolongadas (Singh & Sivakumar,
2004; Davis & Kedzierski, 2005), también producen efectos
secundarios como: nefrotoxicidad, pancreatitis, hipocalemia,
artralgias, nausea, anorexia, vomito, dolor en el sitio de aplicacion,
alteraciones electrocardiograficas y rara vez la muerte subita

17



(Balana-Fouce et al., 1998; Herwaldt 1999; Hepburn 2000; Singh &
Sivakumar 2004; Murray 2005).

a) OH b)
HO aNa® CH2NHCH3 CH,OH
i OH H-C-O0—___ + _—-0-C-H
HO Q O H-C-0— °~0—¢-H
O 0—Sb-0 i .
o—stl o Sl i HO-G—H
_ o~ |OH O H-C-OH HO-C—H
o 0 CH,OH CH,NHCH;
O Pentostam” &
Glucantime

Figura 3. Medicamentos usados en el tratamiento de la leishmaniosis. a)
Estructura quimica de Pentostam®; b) Estructura quimica de Glucantime®.

Como medicamentos de segunda linea se utilizan la pentamidina y la
anfotericina B (Fig. 4). Ambos son buenas opciones para aquellos
pacientes que no pueden recibir antimoniales por contraindicaciones.
También son utiles para tratar los casos de fracaso terapéutico
(Berman, 1997; Herwaldt, 1999; Pifiero et al., 2004; Murray, 2005;
Santos et al., 2008).
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Figura 4. Estructuras quimicas de la pentamidina y de la
anfotericina B. Medicamentos de segunda linea, para el
tratamiento de la leishmaniosis.

La pentamidina (Fig. 4) es un compuesto que pertenece a la familia
de las diaminas, es toxica para diferentes protozoarios, y aunque no
se emplea de rutina en el tratamiento de las leishmaniosis, ha
mostrado ser especialmente util en caso de falla en la respuesta a
los antimoniales (Bray et al., 2003; Robledo et al., 2006; Santos et
al., 2008). Su mecanismo de accién sobre la leishmaniosis aun no es
claro. A nivel intracelular, la pentamidina se une al ADN del parasito,
pero aun no se ha establecido cémo se lleva al cabo esta unién y su
eficacia (Mishra et al., 2007). Se ha sugerido que la pentamidina
interfiere también con la captacion o la funciéon de las poliaminas
(Balana-Fouce et al., 1998). Entre los efectos adversos asociados
con la administracion intravenosa de la pentamidina estan
hipotensién, taquicardia, mareos, vomitos, diarreas y cefaleas. Otras
reacciones adversas incluyen eritema, anormalidades de la funcion
hepatica e hipoglucemia (Berman, 1997; Murray et al., 2005).
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La anfotericina B (Fig. 4) es una alternativa al tratamiento habitual
con antimoniales, especialmente por la alta resistencia que se
reporta en estos ultimos (Croft, 2001; Ashutosh & Goyal, 2007), y es
un antibiético poliénico que presenta actividad antifungica vy
leishmanicida. Su actividad depende de su afinidad por los esteroles
de membrana, especificamente con el ergosterol, que es el principal
esterol en las membranas plasmaticas de los parasitos leishmanicos.
Sus efectos se relacionan con la perturbacién irreversible de la
permeabilidad y el transporte de membrana, formandose poros por
donde escapan iones y otras moléculas del citoplasma, afectando asi
la vida del parasito. La elevada toxicidad de este farmaco se debe a
que no sélo afecta los esteroles de la membrana del parasito sino
que también, se une a los esteroles de las células de los mamiferos,
alterando su permeabilidad. La principal reaccién adversa generada
por la administracién intravenosa de este farmaco se acomparia de
fiebre y escalofrios, hipotensién, anemia, hipocalemia y hepatitis. Su
uso es restringido por sus efectos toxicos, particularmente
cardiotoxicidad y nefrotoxicidad (Berman, 1997; Balafia-Fouce et al.,
1998; Croft & Yardley, 2002; Blum et al., 2004; Singh & Sivakumar,
2004; Hernandez-Flores et al., 2007; Mishra et al., 2007).

Otros farmacos que han sido usados como alternativas son:

e Ketoconazol (Fig. 5), azol que también inhibe la sintesis de
ergosterol de la membrana del parasito, por reduccién del
lanosterol. Sus efectos adversos son nausea, dolor de
cabeza, fiebre y hepatotoxicidad (Balafia-Fouce et al., 1998;
Blum et al., 2004).

e Paramomicina (Fig. 5), antibiético aminoglicésido que se
obtiene de Streptomyces rimosus, y actua sobre el ribosoma
bloqueando la sintesis proteica de la Leishmania (Berman,
1997; Croft & Yardley, 2002; Croft & Coombs, 2003; Mishra et
al., 2007). La paramomicina es un potencial reemplazo a la
anfotericina B y al uso de antimoniales en la India (Murray,
2004).

e Miltefosina (Fig. 5), una hexadecil-fosfocolina inhibidora de la
sintesis de fosfolipidos, originalmente desarrollada para el
tratamiento del cancer. Su alta eficacia demostrada contra L.
panamensis hace que se considere de primera linea en
Colombia, pero es necesario establecer su comportamiento
frente a otras especies de leishmanias. Su administracion por
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via oral y su excelente perfil de seguridad son ventajas
importantes; sin embargo, deben extremarse cuidados para
su empleo en mujeres de edad fértil, asi como para realizar el
tratamiento bajo supervisién que garantice la administracion
completa, para evitar los fracasos terapéuticos y la eventual
generacién de resistencia (Blum et al., 2004, Soto et al,
2004; Croft et al., 2006; Soto & Soto, 2006; 2006a; Soto &
Toledo, 2007). Entre sus efectos adversos se mencionan
nausea, vémitos y diarrea (Murray et al., 2005).

Sitamaquina (WR6026) (Fig. 5), una aminoquinolina cuyo
mecanismo de accidon es desconocido, pero se cree que
afecta el transporte de electrones en la mitocondria. En un
estudio realizado en la India, sitamaquina demostré una gran
eficiencia contra LV, y tolerancia elevada (Croft & Coombs,
2003; Singh & Sivakumar, 2004; Jha et al., 2005; Sundar &
Chatterjee, 2006).
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Figura 5. Farmacos alternativos para el tratamiento de la
leishmaniosis.

Otros de los factores que limitan el uso de los medicamentos contra
la leishmaniosis es su suministro (la mayoria de estos provienen del
Reino Unido y Francia); restricciones a su importacioén; su alto costo,
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y el largo periodo de tratamiento (WHO, 1996; Murria, 2001; Aparicio
et al., 2003; Desjeux, 2004; Murray, 2004).

Los agentes fisicos, como la crioterapia, que consiste en aplicar
nitrégeno liquido de manera local en las lesiones, y la termoterapia,
han sido buenas alternativas de manejo para los casos recurrentes
(Xaidara et al., 1999), ambas son formas eficaces de acelerar la
curaciéon de las ulceras, de acuerdo con los resultados de algunos
estudios (Reithinger et al., 2005).

En zonas afectadas por leishmaniosis cutanea, los tratamientos
tradicionales incluyen: hierbas, arboles o plantas autoctonas,
sustancias quimicas y acidos, antibidticos, azufre, ceniza,
tratamientos a base de calor como fésforos encendidos, objetos de
metal calientes, baterias, y derivados del petrdleo, entre otros.
Algunos de esos tratamientos pueden tener eficacia clinica (Vazquez
et al., 1991; Weigel et al., 1994; Ortega-Canto et al., 1996).

A pesar de los posibles beneficios terapéuticos, también abundan los
efectos secundarios indeseables, por ejemplo, los métodos a base
de acidos fuertes, sustancias causticas y objetos de metal calientes
pueden provocar cicatrices permanentes aun mas graves que las
causadas por las ulceras mismas. En casos extremos, estos
tratamientos pueden causar necrosis tisular extensa, un mayor riesgo
de infeccion secundaria y un retraso en la curacién de las Ulceras.
Asimismo, la aplicacion de sustancias toxicas como gasolina,
queroseno, formalina, mercurio, plomo o blanqueadores clorados a
las llagas abiertas, puede estimular la carcinogénesis en individuos
susceptibles y provocar defectos congénitos en hijos de mujeres
embarazadas (Weigel et al., 1994).

La ausencia de una vacuna efectiva, los serios efectos adversos, la
falta de seguridad y el alto costo de los medicamentos, ha motivado
la necesidad de la busqueda de nuevos medicamentos para el
tratamiento de la leishmaniosis. En la actualidad existen diferentes
productos en vias de desarrollo (Fig. 6), pero hasta la fecha, ninguno
de ellos ha demostrado ser efectivo completamente contra todas las
especies de Leishmania. Estos incluyen el NSC#83633, NSC#13512
y NSC#351520 (Fig. 6) (St. George et al., 2006).
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Figura 6. Compuestos en vias de desarrollo con actividad
leishmanicida.

1.2 PRODUCTOS NATURALES COMO FARMACOS

De los 870 farmacos aprobados entre 1981 y 2006, mas del 47% son
productos naturales o derivados de los mismos, como se observa en
la grafica (Fig. 7) (Newman & Cragg, 2007). La comercializacion de
los mismos ha generado importantes ganacias anuales, de alrededor
de mas de 16 billones de dolares (Harvey, 2000).
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[DBENBND OS OS/NM BS* BS*/NM BV

B: De origen bioldgico

N: Moléculas naturales no modificadas

ND: Moléculas derivadas de productos naturales
S: Sintéticos

S*: Sintetizadas a partir de un patrén natural

V: Vacunas

NM: Productos naturales mimetizados

Figura 7. Grafica del origen de farmacos aprobados por la Food and
Drug Administration (FDA), entre 1981 y 2006. Grafica tomada de
Newman & Cragg, 2007.

La base de datos NAPRALERT recopila 152 géneros que se utilizan
en la medicina tradicional para el tratamiento de enfermedades
causadas por parasitos protozoarios.

Para obtener productos biolégicamente activos a partir de plantas
existen varias estrategias: aleatoria, fitoquimica, quimiotaxonémica,
ecolégica y etnobotanica.

La primera estrategia, la aleatoria, esta basada en el hecho de que
una seleccion aleatoria, combinada con el analisis de un numero
adecuado de muestras, dara como resultado la identificacion de
extractos o productos eficaces en el tratamiento de una enfermedad
en particular.
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La fitoquimica es el estudio de la distribucion de los metabolitos
primarios y secundarios en el mundo vegetal y esta distribucion es la
que guia la busqueda, no so6lo de nuevos compuestos vegetales,
sino también de nuevas fuentes de medicamentos. Asimismo, es la
clave para el trabajo de algunos botanicos sistematicos, llamados
quimiotaxénomos, los cuales intentan aclarar la relacion entre los
diferentes taxa botanicos pertenecientes a distintos niveles
taxonéomicos mediante la busqueda de la presencia o ausencia de
ciertas sustancias fitoquimicas.

Los ecodlogos quimicos estudian como los compuestos bioldgicos
afectan las relaciones entre las plantas y los animales, poniendo
especial énfasis en la interaccion planta-insecto. Mientras que la
etnobotanica se basa en el uso tradicional de las plantas por las
poblaciones aborigenes (Martin, 1995; Valencia, 1995).

En la medicina tradicional de diferentes culturas se utilizan plantas
autéctonas (Cuadro 1) para el tratamiento de la leishmaniosis
(Weigel et al., 1994). En la practica de la medicina tradicional, el
tratamiento de la leishmaniosis consiste en la administracion oral de
los extractos vegetales para la forma sistémica de la enfermedad y
como preparaciones tépicas de los mismos para infecciones
cutaneas (lwu et al., 1994). Tomando en cuenta este conocimiento, y
en su busqueda de nuevos farmacos con mayor efectividad, facil
disponibilidad y baja toxicidad, el programa de enfermedades
tropicales de la OMS ha considerado prioritaria e indispensable la
investigaciéon de plantas utilizadas en la medicina tradicional para el
tratamiento de la leishmaniosis.

26



Cuadro 1. Ejemplos de plantas autéctonas usadas para el tratamiento de la
leishmaniosis. Tomado de Weigel et al., 1994, Boletin de la Oficina Sanitaria

Panamericana 117, 407.

Nombre comun Nombre cientifico Parte usada
Achiote Bixa orellana Hojas
Ajo Allium sativum Dientes
Guayaba Psidium guajava Jugo, pulpa
Limon Citrus aurantifolia Jugo
Mandarina Citrus reticulata Jugo
Manzanilla Matricaria chamomilla Flor
Naranja Citrus aurantium Jugo
C. sinensis
Pifién Pinus sp. Savia
Platano Musa paradisiaca Cascara, savia y fruto
Ruda Ruta graveolens Hojas
Yerba mora Sofanum nigra Frutos, hojas
Zarzaparilla Smilax sp. Hojas

1.2.1 Metabolitos con actividad leishmanicida

La mayoria de los metabolitos aislados e identificados de plantas
usadas en el tratamiento de la leishmaniosis son de tipo alcaloide,
seguido por los de tipo triterpénico, sesquiterpénico, lactonas
miscelaneas, quinoides, flavonoides, diterpenos, esteroides, lipidos,

iridoides, heterociclos
lignanos, compuestos
dépsidos, compuestos

Polonio & Efferth 2008).

oxigenados,
proteicos,

bencenoides,
coumarinas,

carbohidratos,
fenilpropanoides,

azufrados y monoterpenos (Phillipson &
Wright, 1991; lwu et al., 1994; Akedengue et al., 1999; Evans 2002;
Chan-Bacab & Pefa-Rodriguez, 2001; De Carvalho & Ferreira, 2001;
Kayser et al., 2003; Rocha et al., 2005; Salem & Werbovetz, 2006;
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Entre los ejemplos de componentes aislados de plantas con actividad
leishmanicida considerados en la literatura estan los siguientes:
alcaloides, terpenos, quinonas, chalconas, compuestos fénolicos y
flavonoides, entre otros. A continuacion se presenta una breve
revision de ellos a partir de 2001. Los metabolitos se han agrupado
en clases para su descripcion, incluyendo una breve informacion de
su actividad.

Alcaloides

Entre los alcaloides inddlicos reportados por presentar actividad
antiprotozoaria esta la harmalina (1), que es el constituyente principal
de varias plantas utilizadas en la medicina tradicional para curar
leishmaniosis, entre las que se incluyen Peganum harmala y
Pasiflora incarnata. Otras B-carbolinas como la harmana (2) y la
harmina (3) fueron reportadas como potentes inhibidores de
crecimiento de L. infantum (Clso entre 0.2 y 1.1 uM). Por otro lado,
harmana también presentd actividad contra los amastigotes de L.
amazonensis con un ICs, = 24 pg/mL. Igualmente, estos compuestos
y analogos de B-carbolinas, como harmalol (4) y harmol (5), fueron
reportados con actividad antiprotozoaria. El posible mecanismo de
accioén antiprotozoario de estos compuestos parece estar relacionado
con el ADN o por interferir con el metabolismo de aminoacidos
aromaticos en el parasito, sin embargo debido a su actividad como
inhibidor de la monoaminooxidasa A, produce efectos psicopaticos
que impiden su uso como agentes terapéuticos (Di Giorgio et al.,
2004; Osorio et al., 2006).

| B
R N N R N N
H H
1 R=0OCH; 3 R=H
2R=OH 4R=OCH3
5R = OH

El alcaloide indolico coronaridina (6), aislado de la corteza del tallo
de Peschiera australis (Apocynaceae) demostrd actividad inhibiendo
97% de los promastigotes a una concentracion de 12 pg/mL y fue
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activa contra los amastigotes intracelulares de L. amazonensis (Clsg
= 1.25 ug/mL), presentando alteraciones en la mitocondria,
sugiriendo que el metabolismo energético es afectado. El metabolito
a concentraciones de 20 y 40 pg/mL mostré cierta toxicidad contra
los macréfagos después de siete dias de tratamiento. La capacidad
de afectacién de la fagocitosis fue del 15% a concentraciones de 20
pug/mL, sin embargo la fagocitosis y los macréfagos no fueron
afectados a las concentraciones toxicas del parasito (Delorenzi et al.,
2001). ,

COOCH,4
6

El compuesto 4-aza-8-clorotriptanthrina (7) analogo de Ia triptantrina
presenté un Clso = 0.13 uM, contra los amastigotes axénicos de L.
donovani, y un Clso = 8.9 M contra los macréfagos murinos J744 y
células neuronales de rata NG-108-15. Desafortunadamente, la
actividad contra macréfagos infectados con Leishmania todavia no
se ha observado en las triptanthrinas (Bhattacharjee et al., 2002).

La cefaelina (8), aislada de la corteza de las raices de Psychotria
klugii (Rubiaceae), exhibié actividad contra los promastigotes de L.
donovani (Clso = 0.03 pg/mL), siendo 193 veces mas selectiva contra
los parasitos que con las células Vero (Cls; = 5.3 pg/mL). La
isocefaelina (9), aislada de la misma planta, también fue activa (Cls
= 0.45 pg/mL). La emetina (10), conocida por su actividad
leishmanicida, fue mas potente que la cefaelina, pero fue 12 veces
mas todxica contra las células Vero (Clsy 0.42 pg/mL) (Muhammad et
al., 2003).
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El alcaloide bisbenzilisoquinolinico, cocsolina (11), mostré actividad
selectiva contra los amastigotes de L. donovani, con un Clso = 12 uM
sin presentar actividad téxica contra los macrofagos de los
hospedadores (Del Rayo Camacho et al., 2002).

OCH;
N O
4 0
NH
N O
HO

11

El alcaloide acido cadambina (12) obtenido del arbol endémico de
Africa Nauclea diderrichii, usado en la medicina tradicional por
poseer actividad antiparasitaria. A pesar de que este alcaloide no
presenté una fuerte actividad contra los promastigotes de L. infantum
(Clsp > 250 uM), si presenté una importante actividad contra los
amastigotes intracelulares con un Cls, = 1.2 pyM, y un indice de
selectividad >209 pM; esta actividad podria deberse a la induccién
de NO. La infectividad de los promastigotes disminuyé al pre-tratar a
los macréfagos 24 h con este alcaloide, por lo que la actividad
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también podria ser debida a las interacciones del metabolismo con la
membrana (Di Giorgio et al., 2006).

N
N
H (0]
HOzc \ B-D-G|U
O

12

Los alcaloides aporfinicos obtenidos de Guatteria amplifolia
(Annonaceae), la xylopina (13) y la nornuciferina (14), asi como los
aislados de G. dumetorum, la cryptodorina (15) y la nornantenina
(16), demostraron una actividad significativa contra dos especies de
Leishmania, siendo xylopina y crypotodorina los mas activos ambos
con un Clso = 3 uM contra los promastigotes de L. mexicana y de 6
uM contra L. panamensis. El indice de selectividad (IS) mostré que
estos compuestos son 37 veces mas toxicos contra los parasitos,
que contra los macréfagos (Montenegro et al., 2003).
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R4
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Los compuestos rhodesiacridone (17) y la gravacridonediol (18),
derivados de la acridona, fueron aislados de Thamnosma rhodesica
(Rutaceae), usada en la medicina tradicional de Zimbabue,
inhibiendo un 69 y un 46% a los promastigotes de L. major a una
concentraciéon de 10 pM, respectivamente. Estos compuestos
demostraron una mayor actividad contra las formas de amastigotes,
ya que ambos inhibieron en un 90% a 10 uM y alrededor del 50% a 1
uUM. Ninguno de ellos mostré toxicidad contra los macréfagos
murinos a esas mismas concentraciones (Ahua et al., 2004).
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De la especie de Africa central Ancistrocladus likoko, se obtuvo el
compuesto ancistrolikokina D (19), el cual mostré actividad contra los
amastigotes intracelulares con un Clsy = 5.9 pg/mL (Bringmann et al.,
2003), mientras que A. griffithii, de Asia, se aislaron los compuestos,
la ancistrogriffinas A (20) y C (21), los cuales mostraron actividad
leishmanicida con un Cls; = 3.1 y 18 pg/mL, respectivamente
(Bringmann et al., 2002).
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21

Los compuestos ancistrotanzaninas A (22) y B (23) fueron aislados
de una planta del este de Africa, Ancistrocladus tanzaniensis
(Ancistrocladaceae), los cuales mostraron una importante actividad
contra L. donovani, presentando Cls, = 1.8 y 1.6 pg/mL,
respectivamente, mientras que ancistrocladidina (24), aislada de la
misma especie, presenté un Cls; = 2.9 pg/mL (Bringmann et al.,
2003; 2004;).
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HsCO
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De otra especie de Ancistrocladus, A. congolensis, fueron aislados
los compuestos ancistrocongolinas B (25) y C (26), los cuales
exhibieron actividad contra L. donovani con un Cls; = 18.8 y 19.3
pug/mL respectivamente y con un Cls, = 33.4 y >90 pg/mL
respectivamente contra la linea celular L-6 (Bringmann et al., 2002).

OCHs
OCHs

De Thamnosma rhodesica, se aislaron dos acridonas, el
gravacridonediol (27) y la rodosiacridona (28), los cuales mostraron
actividad contra los amastigotes de L. major a una concentracion de
10 M inhibiendo en un 90 y 94% respectivamente (Ahua et al.,
2004).

O OH O OH
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Terpenos
Otro grupo de metabolitos que posee actividad leishmanicida son los

de tipo terpeno. Himatanthus sucuuba (Apocynaceae) es usada
como remedio tradicional peruviano. De esta planta se aislaron los
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iridoides espirolactonas isoplumericina (29) y plumericina (30), las
cuales mostraron actividad leishmanicida contra los amastigotes
axénicos de L. amazonensis con un Cls, = 0.28 y 0.21 uM,
respectivamente, ambas fueron evaluadas con macréfagos
infectados con L. amazonensis, causando plumericina una reduccién
en la infeccién de los macréfagos (Clsp = 0.9 puM), similar a la
anfotericina B (Cls = 1 pM), usada como referencia, mientras que
isoplumericina no presentd actividad, pero afecté a los macréfagos,
lo cual coincide con los ensayos toxicos reportados, ya que
isoplumericina es mas téxica que la plumericina. La diferencia entre
ambos metabolitos podria ser debida a la isomeria, ya que la
orientacion del grupo radical podria ser el que influye en la actividad
(Castillo et al., 2007).

29 Ry =H, R2= CH3
30 R1 =CH3, R2=H

El brunneogaleatésido (31), es un iridoide glicosidico, aislado de
Phlomis brunneogaleata (Lamiaceae), el cual exhibid una buena
actividad ‘contra los amastigotes axénicos de L. donovani (Clsy = 4.7
pug/mL), mientras que el efecto toxico a las células L6 fue > 90 ng/mL
(Kirmizibekmez et al., 2004).

COOCH,
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El linalool (32) es un alcohol terpénico, principal componente de los
aceites de Aniba rosaeodora y Cinamomon camphora, el cual fue
encontrado en las hojas Croton cajucara. Esta planta es usada en la
medicina tradicional de Brasil, su aceite esencial rico en linalool fue
evaluado contra promastigotes de L. amazonensis, observandose
cambios morfolégicos, con un Cls, = 0.0083 pg/mL, y con un Cls, =
0.0087 pg/mL, para amastigotes. Se observaron cambios en el
promastigote, incluyendo la destruccion celular, al ser tratado con
0.015 pg/mL de este aceite. No se observaron efectos toxicos en los
macréfagos peritoneales de ratén y de las células Vero, a esta
misma concentraciéon. La infeccién en los macréfagos infectados
disminuyé6 y no presenté efectos citotoxicos contra células de
mamiferos (Rosa et al., 2003).

OH
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El timol (33) es un compuesto usado en la medicina con diferentes
actividades. El timol y sus derivados mostraron potencial
leishmanicida, ya que la ausencia de toxicidad de estos metabolitos
podria facilitar el tratamiento oral con largos periodos (Robledo et al.,
2005).

OH

33
Ocimum gratissimum L. (Lamiaceae) es usada en el tratamiento de

diferentes enfermedades, incluyendo enfermedades de la piel. El
eugenol (34) es el componente mayoritario de su aceite esencial, el
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cual al ser analizado contra L. amazonensis, este inhibidé su
crecimiento tanto en los promastigotes como en los amastigotes,
(Clsp, = 100 y 135 pg/mL respectivamente), observandose
alteraciones en su ultra estructura, sin afectar a los macréfagos a las
mismas concentraciones, mientras que la produccion de NO fue
estimulada (Ueda-Nakamura et al., 2006).

HaCO

34

De Salvia silicica (Lamiaceae) se encontraron dos nuevos diterpenos
de tipo abietano, el  7-hidroxi-12-metoxi-20-nor-abietano-
1,5(10),7,9,12-pentaen-6,14-diona (35) y el abieta-8,12-dien-11,14-
diona (12-deoxiroileanona) (36), ambos mostraron una apreciable
actividad in vitro antileishmanicida contra las formas de promastigote
y amastigote de L. donovani (Clso = 0.17 y 0.12 uM, respectivamente)
y L. major (Clso = 0.29 y 0.18 pM, respectivamente), sin embargo la
actividad probablemente sea debida a la alta citotoxicidad de estos
compuestos (Tan et al., 2002).

36

Perovskia abrotanoides (Lamiaceae) es una hierba utilizada en el
tratamiento de la leishmaniosis, por la medicina tradicional Irani. De
las raices de esta planta se aislaron cuatro compuestos, el nuevo
diterpeno quinoide criptotanshinona (37), la 18-
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hidroxicriptotanshinona (38), la 1-oxocriptotanshinona (39) y la 1-
oxomiltirona (40). Las tanshinonas son 20-norditerpenos con un
esqueleto tipo abietano, conteniendo una quinona en el anillo C.
Todas exhibieron actividad leishmanicida contra los promastigotes de
L. major, (Clso = 18.4, 46.7, 25.7, 17.9 uM, respectivamente), pero
también presentaron actividad citotdxica (Sairafianpour et al., 2001).

De la planta peruviana Copaifera paupera (Leguminosae), se
aislaron diferentes compuestos diterpénicos, como el acido copalico
(41), éster 15-metilico del acido agatico (42), el acido polialtico (43),
el acido pinifélico (44), el acido kaurénico (45) y el acido 16p-kauran-
19-oico (46), los cuales presentaron una baja actividad contra los
promastigotes de L. braziliensis con valores de Cls, > 100 pg/mL
(Tincusi et al., 2002).
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En otro estudio realizado por Torres-Santos et al. (2004), se obtuvo
de Pourouma guianensis (Moraceae), el acido ursélico (47) y el acido
oleandlico (48), mostrando una alta actividad contra los amastigotes
intracelulares de L. amazonensis con un Cls, de 27 pg/mL y 11
png/mL, respectivamente. La actividad leishmanicida de ambos
metabolitos fue debida a la accion directa de estos sobre el parasito
y no debida a la activacion de NO por los macroéfagos (Torres-Santos
et al. 2004). Existen reportes de que el acido ursélico carece de
citotoxicidad, sin embargo, este metabolito muestra, de una manera
muy débil, actividad leishmanicida in vivo (Sauvain et al., 1996).

HO s

~
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La simalikalactona D (49) un quasinoide (decanortriterpenoide)
aislado de la corteza de la raiz de Simaba orinocensis
(Simaroubaceae), presenté una importante actividad contra los
promastigotes de L. donovani, con un Cls, = 0.035 pg/mL, siendo aun
mas activo que la pentamidina y la anfotericina (Cls; = 1.6 y 1.1
ug/mL, respectivamente), ademas mostré una buena selectividad con
un Clso de 2.3 pg/mL contra las células Vero (Muhammad et al.,
2004).

De Salacia madagascariensis (Celastraceae), planta usada en la
medicina tradicional de Africa para el tratamiento de la malaria, fiebre
y hemorragia, fueron aisladas dos bisnortriterpenquinonas, la
isoiguesterina (50) y el 20-epi-isoiguesterinol (51). Estos compuestos
demostraron poseer actividad leishmanicida contra L. donovani con
un Clso = 0.032 y 0.027 pg/mL, respectivamente, mientras que la
toxicidad contra la células Vero fue con un Clso = 1.6 y 2.1 pg/mL,
respectivamente. La anfotericina B fue usada como control positivo
en este ensayo, y fue menos activa que los compuestos con un Clsg
=0.11 pg/mL (Thiem et al., 2005).

CH,OH
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El partendlido (52), una lactona sesquiterpénica aislada de las partes
aéreas de Tanacetum parthenium (Asteraceae), mostré una actividad
significativa contra los promastigotes de L. amazonensis con un Cls,
= 0.37 pg/mL, y un Cls, = 0.81 pg/mL contra amastigotes, y este
compuesto no fue toéxico contra los macréfagos (Shioji Tiuman et al.,
2005).

De Elephantopus mollis se aislaron nuevas lactonas
sesquiterpénicas, 53, 54 y 55, asi como la 5-O-acetylmolephantina
(56) y la 5-O-n-decanoilmolephantina (57) que presentaron actividad
contra promastigotes de L. major que va desde un rango de Cls, =
0.4 hasta 0.8 ng/mL; sin embargo, las lactonas sesquiterpénicas son
conocidas por su alta citotoxicidad, por lo que es necesaria la
realizacion de mas estudios para determinar si la actividad
presentada es debida al efecto leishmanicida o a un efecto citotéxico
en general (Fuchino et al., 2001).
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El nerolidol (58) es un sesquiterpeno presente en los aceites
esenciales de diferentes plantas, el cual presenté actividad contra los
promastigotes y amastigotes de L. amazonensis (Cls;, = 85 uyM y 67
MM, respectivamente) disminuyendo las lesiones aplicado de manera
in vivo, sin presentar efecto toxico aplicado ya sea de manera
intraperitoneal o todpica; ademas, presenté actividad contra los
promastigotes de L. braziliensis y L. chagasi con valores de Cls, = 74
y 75 UM. A pesar de que existen reportes de compuestos que
estimulan la produccion de NO como el linalool, en este estudio no
se detecto6 esta produccion (Arruda et al., 2005).

A A OH
X
58

Se aislaron de las raices de Maytenus magellanica y de M.

chubutensis, (Celastraceae) nuevos sesquiterpenos dihidro-p-
agarofuranos, los cuales mostraron una importante actividad
revertidora a la resistencia multiple a farmacos leishmanicida contra
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L. trépica (MDR). De estos compuestos, el 2-acetoxi-1-benzoiloxi-9-
cinnamoiloxi-4-hidroxidihidro--agarofurano (59) mostré una potente
actividad. A una concentraciéon de 7.5 uM el compuesto producia una
reduccion en la inhibicion de crecimiento en los promastigotes MDR
de un 88%, en medio de cultivo que contenia 150 pM de
daunomicina (Kennedy et al., 2001).

OBz oCin

AcO
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El compuesto sesquiterpénico agarofurano (60) aislado de Maytenus
canariensis, mostré actividad contra una cepa MDR de L. major a
una concentracion de 10 uM (Perez-Victoria et al., 2001).

60

El sesquiterpeno tipo guaiandlido (61) y el sesquiterpeno
germacranolido molephantina (62) fueron aislados de Elephantopus
mollis, los cuales mostraron una potente actividad leishmanicida con
valores de Clsp < 0.1 a 1.0_ug/mL. La subestructura a-metilén-y-
butirolactona presente en la molécula es esencial para la actividad,
ya que juega un papel importante como aceptor de Michael,
reaccionando facilmente con nucledfilos bioldgicos, tales como
enzimas que contienen grupos sulfhidrilos (Fuchino et al., 2001).
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Quinonas

La plumbagina (63), aislada de la planta Boliviana Pera benensis
(Euphorbiaceae), es usada en la medicina tradicional para el
tratamiento de la leishmaniosis cutanea, mostré actividad contra los
promastigotes de L. donovani con un Clsy = 0.21 uM (Hazra et al.,

2002).
o)

OH O
63

El lapachol (64), una hidroxinaftoquinona prenilada obtenida de
especies de Tecoma (Bignoniaceae), ha sido reportado con
diferentes actividades bioldgicas, siendo activo contra amastigotes
de L. braziliensis, inhibiéndolo un 89% a concentraciones de 50
Mg/mL y sin presentar actividad toxica contra macréfagos. Aunque no
esta claro el mecanismo de accién de este metabolito, se sabe que
las naftoquinononas interfieren en el metabolismo oxigenado de la
celulas tumorales, bloqueando la respiracion celular y generando
radicales libres, por lo que la induccién de NO en la actividad contra
los amastigotes podria ser debido a esto. Sin embargo, el lapachol
no presentd un efecto significativo comparado con el control, la
pentamidina, al tratar lesiones de Hamsters, ya que sélo se redujo el
6% de éstas (Teixeira et al., 2001). Por otro lado, los analogos del
lapachol, isolapachol (65) y dihidrolapachol (66), mostraron
importante actividad contra los promastigotes de L. amazonensis
(Clsp = 5.2, 4.4y 7.3 ug/mL, respectivamente) y L. braziliensis (Cls, =
11.9, 9.3, 54.0 pg/mL, respectivamente) (Lima et al., 2004).
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Compuestos fendlicos

Entre los compuestos fendlicos se puede mencionar a la
podocarpusflavona A (67) aislada de la parte aérea de Podocalyx
loranthoides, la cual mostr6 un efecto moderado sobre los
promastigotes de L. mexicana, produciendo a 100 pg/mL una
reduccion del 38% (Suarez et al., 2003).

La diphillina (68), aislada de Haplophyllum bucharicum (Rutaceae),
planta endémica de Uzbekistan, mostr6 actividad contra los
promastigotes (Clso = 14 uM) y contra los amastigotes (Clsp = 0.2 uM)
de L. infantum. El mecanismo de accion es debido probablemente a
la interferencia en el ciclo celular de |la Leishmania, asi como en la
sintesis de proteinas. Al darle un pretratamiento a los macréfagos
con el compuesto, dio como regultado una potente inhibiciéon a la
internalizacion de los amastigotes (Di Giorgio et al., 2005).
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Flavonoides

Los compuestos luteolin 7-O-B-D-glucopiranésido (69) y crisoenol-7-
O-B-D-glucopiranésido (70) mostraron una potente actividad contra
los amastigotes axénicos de L. donovani in vitro con valores de Cls, =
1.1y 4.1 ug/mL, respectivamente. Estos metabolitos no presentaron
toxicidad contra las células L6 (Kirmizibekmez et al., 2004). La
quercetina (71), en combinacion con el estibogluconato de sodio, dio
como resultado una gran reducién de la parasitemia con incrementos
en los niveles de hemoglobina, por lo que la quercetina es un
candidato prometedor a ser usado como coadyuvante para combatir
la leishmaniosis visceral asociada con anemia (Sen et al., 2005).

69 R, =R,=Rs = Rs= H: Ry = Glu
70 R1 =R2= R5= H, R3= G|U, R4=CH3
71 R1=OH,R2=R3=R4=R5=H

Diferentes flavonoides y sus analogos han mostrado actividad
leishmanicida como el kaemferol (72), la galangina (73), la morina
(74) la fisetina (75), y la naringenina (76), los cuales presentaron
actividad contra L. donovani con valores de Clso = 2.9, 1.5, 2.8, 06 y
5.0 yg/mL, respectivamente (Tasdemir et al., 2006).
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Se aislaron tres isoflavanos de la planta irani Smirnowia iranica
(Fabaceae), el 8-prenilmucronulaton (77), la gliasperina H (78) y la
esmiranicina (79), los cuales inhibieron a los promastigotes de L.
donovani ‘con valores de Clsp = 6.9, 25 y 23 pM, respectivamente.
También presentaron actividad contra los promastigotes de L.
infantum con Clso = 9, 14 y 11 uM, respectivamente, y contra los
promastigotes de L. major Clsg = 7.9, 24 y 17 uM, respectivamente.
Los compuestos no presentaron toxicidad contra macréfagos. La
actividad de estos metabolitos es interesante, ya que compuestos
con dos anillos aromaticos conectados por un carbono espaciador
como las chalconas y las auronas han exhibido actividad
leishmanicida. A pesar de presentar importante actividad contra las
diferentes especies de promastigotes, estos metabolitos fueron
menos activos que la anfotericina B y que muchas auronas y
chalconas que han sido reportadas en la literatura con estas
actividades. Ademas, la actividad contra los amastigotes
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intracelulares fue considerada baja, con valores de Clsg > 77 uM
(Sairafianpour et al., 2002).

La chalcona isoliquiritigenina (80), aislada de las raices de
Psorothamnus arborescens (Fabaceae), presentd actividad contra
los amastigotes axénicos de L. donovani con un Clsy = 20 uM. La
actividad toxica presentada contra las células Vero y las células PC-3
fue superior a la concentracién que inhibi6 a las amastigotes con Cls,
= 65 y 46 uM, respectivamente, sin embargo el IS solamente fue tres
veces mayor en los parasitos sobre las células Vero (Salem &

Werbovetz, 2006).
OH
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Otros metabolitos

Se prepard6 una serie de epodxidos de la argentilactona (81),
originalmente aislada de los rizomas de Aristolochia argentina
(Annonaceae), como el 6R,7R,8R-argentilactona-7,8-epdxido (82) y
el 6R,7S,8S-argentilactona-7,8-epoxido (83), los cuales mostraron
actividad contra L. amazonensis con Clsy = 22.3 y 44.6 ug/mL,
respectivamente (Cortés et al., 2006).
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La dalrubona (84) es un abundante pigmento rojo aislado “de
Psorothamnus polydenius, el cual mostré actividad selectiva contra
los amastigotes de L. donovani, con valores de Cls, = 25 pg/mL.
Ademas, al tratar a los macréfagos infectados con esta especie, a
una concentracion de 25 ng/mL, este compuesto redujo al 96% la
infeccion comparado con el control, sin presentar citotoxicidad contra
las células hospederas (Salem & Werbovetz 2005).

De Piper rusbyi (Piperaceae) se aislé la kavapirona (+)-7R,8S-epoxi-
5,6-dideshidrokavaina (84), la cual presenté actividad contra los
promastigotes de L. braziliensis con un Cls, = 81.9 uM (Flores et al.,
2007).

Se aislé de Taxus baccata (Taxaceae) la 10-deacetilbacatina Il (85),
la cual mostrd actividad contra los amastigotes intracelulares de L.
donovani. Este metabolito es el precursor de paclitaxel. La 10-
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deacetilbacatina Il tuvo una actividad de Clso = 0.07 uM y no mostré
efecto citotéxico contra los macréfagos a concentraciones mayores
de 5 uM. La actividad de este metabolito fue debida probablemente a
la estimulacién de o6xido nitrico por los macrofagos y no a la
inhibicion de los microtubulos de polimerizacion, el cual es el modo
de accion de paclitaxel en las células cancerigenas (Georgopoulou et
al., 2007).

85

Aun cuando existen mas de 239 compuestos de origen natural
reportados con actividad leishmanicida contra diferentes tipos de
especies de Leishmania, la mayor parte de ellos no reune las
caracteristicas consideradas como esenciales en el desarrollo de
nuevos farmacos (Pink et al., 2005) y la mayoria no ha alcanzado la
etapa de evaluacién clinica debido a que presentan una alta
citotoxicidad.

Entre las caracteristicas esenciales en el desarrollo de nuevos
farmacos encontramos: la via de administracion del compuesto,
hasta ahora unicamente la berberina, aplicada por via parenteral, es
usada clinicamente para el tratamiento de la leishmaniosis cutanea
(Evans et al., 2002), y el uso de dosis moderadas para obtener la
efectividad sin causar efectos secundarios severos. La citotoxicidad
es la principal causa que ha evitado el estudio subsecuente de los
diferentes metabolitos con actividad leishmanicida. Como ejemplo de
esta clase de metabolitos se puede citar a las acetogeninas (Sahpaz
et al., 1994). Por otro lado, existen otros metabolitos que carecen de
citotoxicidad, sin embargo, estos productos muestran, de una
manera muy débil, actividad leishmanicida in vivo, entre los que se
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puede mencionar el acido ursélico (Sauvain et al., 1996). La mayor
parte de los estudios dirigidos hacia la deteccion de metabolitos
secundarios con actividad leishmanicida han sido realizados
utilizando la forma promastigote del parasito, la cual es facil de
mantener en condiciones in vitro. Sin embargo, debido a que el
promastigote es la forma infectante, la prueba con promastigotes
solamente tiene un valor indicativo de la posible actividad
leishmanicida de los metabolitos evaluados. Por esta razén, la
evaluaciéon antes mencionada debe ser complementada con una
prueba utilizando amastigotes, el cual es el estadio mas adecuado
para la deteccion de productos potencialmente leishmanicidas, ya
que es el que se encuentra en el vertebrado. Al mismo tiempo, se
debe evaluar la actividad citotéxica de los metabolitos en macréfagos
no parasitados, con el fin de establecer si la actividad in vitro de los
metabolitos evaluados se debe a su propiedad citotoxica en general,
o estos poseen una actividad selectiva hacia los parasitos de
leishmania.

Por todo lo anterior, se requiere sintetizar o aislar compuestos con
estructuras novedosas y distintos mecanismos de accion que
eventualmente puedan ser desarrollados como nuevos farmacos
para combatir estas enfermedades.

Las plantas continuan siendo la fuente mas importante de
metabolitos bioactivos, porque producen una alta complejidad vy
variabilidad de metabolitos secundarios (Harvey, 2000).

Mesoamérica es una region geografica y cultural, particularmente
importante en el conocimiento del uso de plantas medicinales. Una
de las plantas de uso en la medicina tradicional maya para tratar las
enfermedades causadas por protozoarios es Tridax procumbens L.
(Asteraceae), conocida como hierba del toro (Caceres et al., 1990).

Debido a la importancia de los productos naturales como fuentes de
nuevos agentes quimioterapéuticos, la urgente necesidad para
encontrar novedosos tratamientos para curar personas afectadas por
protozoarios y a resultados previos (Caceres et al., 1998; Peraza-
Sanchez et al., 2005; Peraza-Sanchez et al., 2007), se ha planteado
llevar al cabo el estudio de T. procumbens con la finalidad de aislar
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compuestos con actividad antiprotozoaria, que podrian convertirse en
nuevos modelos quimicos y/o medicamentos.

1.3 EL GENERO TRIDAX

Tridax L. es un género que pertenece a la familia Asteraceae
(Compositae), con 27 especies localizadas en Centroamérica y
Sudamérica y con un importante numero de especies localizadas en
México, principalmente en las zonas tropicales (Cuadro 2). En la
literatura existe poca informaciéon sobre estudios fitoquimicos del
género Tridax, aunque hay reportes de flavonoides y unos pocos
terpenos (Powell 1965; McVaugh, 1984).

Cuadro 2. Especies representativas del género Tridax en México.

Habitat
Chihuahua y Durango

Especie
T. balbisioides (Kunth) A.
Gray
T. bicolor A. Gray
T. candidisima A. Gray

Coahuila
San Luis Potosi
T. coronopifolia (Kunth) Nuevo Ledny Tamaulipas
Hemsl.
T. dubia Rose

T. erecta A. Gray

Jalisco y Colima
Chihuahua

T. mexicana A. M. Powell Michoacan y Guanajuato

T. procumbens Linnaeus  Campeche, Chiapas, Quintana Roo,

Tabasco y Yucatan

T. purpusii Brandegee
T. trilobata (Cav) Hemsl.

Veracruz y Guerrerro
Guanajuato y Michoacan
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1.3.1 Descripcion botanica de Tridax procumbens

Tridax procumbens L. (Fig. 8) es una hierba perenne que puede
alcanzar de 15 a 40 cm de altura; los tallos son a veces simples y
erectos, frecuentemente ramificados desde la base y postrados;
hojas ovadas o lanceoladas aserradas, unduladodentadas o
trilobadas, pubescentes que le dan aspecto aspero; las
inflorescencias son cabezas solitarias sobre pedunculos terminales
de 10 a 20 cm de largo; corolas con tubos pilosos; ligulas amarillo
palido o blanco cremoso (Argueta-Villamar, 1994).

Figura 8 Tridax procumbens L. a) Planta entera de Tridax
procumbens L.; b) cabeza solitaria sobre pedunculo; c)
hojas lanceoladas aserradas; d) ligulas de color blanco.
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Esta planta es conocida entre los habitantes de la regién como
“hierba del toro”, “San Juan del Monte”, y en la lengua maya como
“ta’ ulum” y “bakenbox” (Martinez, 1979).

1.3.2 Distribucion geografica de Tridax procumbens

En Meéxico esta ampliamente distribuida en los estados de
Campeche, Chiapas, Quintana Roo, Tabasco y Yucatan. También se
le encuentra en Belice, Costa Rica, Guatemala y Panama (Powell,
1965; Davidse et al., 1975; Villaserfior, 1989).

1.3.3 Estudio fitoquimico de Tridax procumbens
En el género Tridax se ha reportado la presencia de acido fumarico,
taninos, triterpenos pentaciclicos y polisacaridos. Especificamente en

T. procumbens se ha encontrado el 3-sitosterol (86), la luteolina (87)
y el kaemferol (88) (Akbar et al., 2002).

HO

88

También se ha reportado la presencia de hidrocarburos saturados e
insaturados (Gadre & Gadre, 1988) y lipidos (Verma & Gupta, 1988).
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El flavonoide 3',6-dimetoxi-5,7,4-trihidroxiflavona-5-O-a-L-
rhamnopiranosido (89) ha sido aislado de las hojas (Yadava &
Saurabh, 1998), y en la parte aérea se ha reportado la presencia del
flavonoide 3,6-dimetoxi-5,7,2',3',4'-pentahidroxiflavona-7-O-3-D-
glucopiranésido, cuyo nombre comun es procumbetina (90) (Ali et al.,
2001). También del extracto etandlico de la parte aérea fue aislado el
compuesto tridaxidona (91) (Akbar et al., 2002) y el bisbithiofeno (92)
(Ali & Jahangir, 2002).

Debido a la poca informacion fitoquimica de T. procumbens, Wen-
Hao y colaboradores (2008) realizaron el estudio fitoquimico de esta
planta reportando el aislamiento por primera vez del policétido 1,2-
dihidrodendroarboreol B (93), de un derivado de la ionona (94) y de
un diglicésido de flavonol (95), asi como de dos policétidos
conocidos, el dendroarboreol B (96) y el dendroarboreol A (97), pero
hasta la fecha no se han reportado metabolitos de esta planta con
actividad antiprotozoaria.
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1.3.4 Estudios farmacoldégicos de Tridax procumbens

La mayoria de los estudios farmacolégicos de T. procumbens ha sido
realizado en la India, sin embargo, Caceres y colaboradores
realizaron un monitoreo de las plantas medicinales de la medicina
tradicional maya, encontrandose que T. procumbens es usada contra
la disenteria (amibiasis), ulceras cronicas (leishmaniosis) y fiebre
(malaria), aplicada por via tépica u oral. La actividad antiprotozoaria
de los extractos etandlico, diclorometanico y acuoso de T.
procumbens resultaron activos in vitro contra los tripomastigotes de
T. cruzi con un DLso > 1.0 ppm. Asimismo, un bioensayo de toxicidad
contra Artemia salina no demostré actividad (Caceres, 1998; Berguer
et al., 1998). Mas aun, el extracto hexanico demostré actividad contra
los tripomastigotes de T. cruzi con un Clg, de 260.3 + 48.2 ug/mL, no
presentando toxicidad contra A. salina (Berguer et al., 1998).

En otro estudio el extracto metandlico de T. procumbens mostré
poseer actividad antihepatotdxica, lo cual justifica su uso en las
afecciones del higado (Pathak et al., 1991; Ravikumar et al., 2005;
Hemalatha, 2008).

En un monitoreo preliminar neurofisicofarmacolégico de plantas de
Guatemala, la administracién intraperitoneal de los extractos acuoso
y cloroférmico de T. procumbens produjo nulos o pequenos efectos
en las sefales del comportamiento neurolégico y autonémico de los
ratones (Morales et al., 2001).

El extracto etandlico de partes aéreas secas de T. procumbens
estimulé el crecimiento del cabello, tanto administrado por via
intragastrica en ratas en dosis de 100 mg/Kg, como aplicado
externamente en concentracion del 10% (Saraf & Dixit, 1991).

El zumo de hoja fresca de T. procumbens administrado por via
intraperitoneal en ratas en la dosis de 1 mL, aceler6 el proceso de
cicatrizacién uterina con actividad similar a la dexametasona
(Germosén-Robineu, 1995). Otros estudios han reportado que
extractos de las hojas presentan actividad hemostatica, asi como el
extracto acuoso de la parte derea posee efectos inmunomoduladores
(Tiwari et al., 2004; Kale et al., 2008;).
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Debido a que estos estudios demostraron que los extractos de T.
procumbens poseen una marcada actividad antiprotozoaria, y sin
efectos toxicos, se realizé6 un monitoreo en el laboratorio de Quimica
de Productos Naturales de la Unidad de Biotecnologia del CICY de
T. procumbens y otras plantas reportadas en la medicina tradicional
maya como poseedoras de actividad antiprotozoaria, obteniéndose
los resultados mostrados en los cuadros 3 y 4.

Cuadro 3. Actividad antiprotozoaria de extractos metandlicos de plantas
nativas de la peninsula de Yucatan. La potencia se expresa como Clg,
contra trofozoitos axénicos de Giardia lamblia (Peraza-Sanchez et al., 2005).

Especie botanica Parte usada Clso (ug/mL)*
Byrsonima crassifolia Hojas 15.55 (15.33 — 15.78)
Cupania dentata Corteza 7.59 (7.54 — 7.64)
Dyphisa carthagenensis Hojas 11.53 (11.43 - 11.62)
Dorstenia contrajerva Planta entera 34.38 (33.47 — 35.34)
Gliricidia sepium Hojas 62.66 (62.13 — 63.21)
Justicia spicigera Parte aérea 117.41 (117.00 — 117.79)
Pluchea odorata Parte aérea 59.81 (59.59 — 60.05)
Spigelia anthelmia Planta entera 113.27 (112.36 — 114.21)
Tridax procumbens Planta entera 6.34 (6.17 — 6.50)
Triumfetta semitriloba Hojas 46.41 (43.16 — 50.16)

?95% de intervalo de confianza entre paréntesis.
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Cuadro 4. Actividad leishmanicida de extractos metandlicos de
plantas nativas de la peninsula de Yucatan (Peraza-Sanchez et al.,
2007).

Especie botanica Parte usada Clso (ug/mL)
Asclepias curassavica Hojas 99
Byrsonima crassifolia Corteza 14
Casimiroa tetrameria Corteza 120
Clusia flava Hojas 32
Croton chichenensis Hojas >1000
Dorstenia contrajerva Planta entera 23
Gliricidia sepium Hojas >1000
Tridax procumbens Planta entera 3

En este estudio, los extractos organicos de plantas usadas en la
medicina tradicional maya se evaluaron en una serie de bioensayos
giardicidas y leishmanicidas (Peraza-Sanchez et al., 2005; 2007). De
éstos, T. procumbens presenté los mejores resultados con Clsy =
6.34 y de 3.00 ng/mL, respectivamente (el Instituto Nacional del
Cancer [NCI], considera como activos aquellos extractos con valores
de Clsy <100 pg/mL). Tomando como base los estudios realizados a
T. procumbens y considerando la poca informacién fitoquimica, en
este trabajo se planteé como objetivo principal el aislamiento e
identificacion de los metabolitos responsables de la actividad
leishmanicida, las cuales consisten en: actividad contra los
promastigotes y los amastigotes de L. mexicana, asi como la
evaluacion de la actividad citotoxica.

Dado que T. procumbes presentd actividad giardicida y tripanocida
(Peraza-Sanchez et al., 2005 y Caceres et al., 1998), los extractos,
fracciones y compuestos puros obtenidos en el estudio
leishmanicida, seran evaluados en los bioensayos de inhibicién de
crecimiento de los trofozoitos de G. lamblia e inhibicién de
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crecimiento de los epimastigotes de T. cruzi, para saber si los
mismos metabolitos podrian ser los responsables de las actividades
encontradas en el extracto metandlico (Cuadros 3 y 4).
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1.4. OBJETIVO GENERAL

Aislar e identificar metabolitos secundarios con actividad
antiprotozoaria producidos por Tridax procumbens L.

1.5. OBJETIVOS PARTICULARES

e Elegir el mejor método de extraccién de los compuestos
activos con disolventes organicos para obtener los extractos
de diferente polaridad de T. procumbens L. evaluandolos en
el bioensayo leishmanicida.

e Evaluar la actividad leishmanicida de los extractos de T.
procumbens L. utilizando los promastigotes de L. mexicana.

e Fraccionar el extracto que presente la mayor actividad
leishmanicida (Clsp < 50), por medio de técnicas
cromatograficas y evaluar las fracciones en el bioensayo
leishmanicida utilizando los promastigotes de L. mexicana.

e Aislary purificar él o los metabolitos de las fracciones activas.

e Elucidar las estructuras quimicas de los metabolitos
purificados, mediante métodos fisicos, quimicos vy
espectroscopicos.

e Evaluar la citotoxicidad de los extractos y del compuesto
activo contra dos lineas célulares (MDCK y KB), contra
células CMSP y contra macréfagos derivados de meédula
osea.

e Evaluar el efecto leishmanicida en amastigotes de L.
mexicana, de los extractos y del compuesto que resulte activo
contra los promastigotes.

e Someter las fracciones y compuestos puros a evaluacion
antiprotozoaria con parasitos distintos a L. mexicana.
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1.6 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

para cumplir con los objetivos planteados se utilizé la siguiente
estrategia experimental:

Eleccién del método de extraccion de los compuestos activos ]
de T. procumbens contra promastigotes de L. mexicana

|

Obtencion de los extractos con diferente

polaridad
|
Evaluacién de los | | Evaluacién de los | Fraccionamiento
extractos contra | [ extractos contra los | biodirigido de los |
otros ‘ | amastigotesde L. | extractos
protozoarios | ‘ mexicana I
|

Evaluacion de Purificacion e identificacion de

la citotoxicidad Evaluacién de la los compuestos activos contra
contra citotoxicidad | los promastigotes \
macréfagos contra diferentes metaciclicos de L. mexicana |

células !
| | [

| Evaluacién \
| Evaluacién contra | contra otros |
amastigotes de L. ’ protozoarios }
mexicana | \

En el capitulo 3 se describe la eleccién del método de
extraccion de los compuestos activos, la obtencién de los extractos
de diferente polaridad, el fraccionamiento, la purificacion e
identificacién de los compuestos activos de T. procumbens, su
evaluacién contra los promastigotes de L. mexicana, asi como la
evaluacion de la citotoxicidad contra diferentes células.

La evaluacion de los extractos y los compuestos leishmanicidas
activos contra los amastigotes intracelulares de L. mexicana y de la
citotoxicidad contra macréfagos se detallan en el capitulo 4.

Los resultados de las evaluaciones contra otros protozoarios se
presentan en el capitulo 5.
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Capitulo 2

Materiales y Métodos

2.1 Procedimientos generales

Los disolventes utilizados en el laboratorio fueron de grado industrial,
destilados en el laboratorio, y grado reactivo. Para el proceso de
secado de los extractos y fracciones y recuperaciéon de disolventes
se utilizé un evaporador rotatorio, equipado con un bafio de agua a
40 °C, y para la eliminacién de disolventes se us6 una bomba de alto
vacio.

Para el analisis cualitativo por cromatografia en capa delgada (CCD)
se emplearon placas cromatograficas con soporte de aluminio
impregnadas con gel de silice 60 Fys4, de 0.20 mm de espesor
(Merck), y cortadas en el laboratorio. Los componentes separados
por CCD fueron visualizados bajo luz UV de onda corta (254 nm) y
larga (365 nm) y con el uso de agentes reveladores, en particular,
una disolucion al 4% de acido fosfomolibdico con trazas de sulfato
cérico en H,SO,4 al 5%. Las placas fueron calentadas con una pistola
de aire, para visualizar los metabolitos presentes.

En las purificaciones por cromatografia liquida al vacio (CLV) se
utilizé gel de silice 60 de 200-400 mallas (Aldrich) y la elucién se
realizé utilizando vacio aplicado en la base de la columna (Coll &
Bowden, 1986).

Para la separacién de compuestos por diferencia de peso molecular
se utilizé el método de permeaciéon en gel, en Sephadex LH-20
(Pharmacia, Fine chemicals, tamario de particula 25-100 um) (Fig. 8).
Para hidratar el Sephadex LH-20, se resuspende en metanol durante
24 h, dejandolo en reposo. Para activar la columna se utiliza el
sistema de disolventes en el cual se realiza la corrida, pasando un
volumen de éste equivalente a tres veces el volumen de la columna.

Para las purificaciones por cromatografia en columna por gravedad

(Cannell, 1998), se utilizé gel de silice de 70-230 mallas (Aldrich) y
columnas de diversos diametros.
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El andlisis de las muestras por cromatografia de gases (CG) se llevo
al cabo utilizando un cromatografo de gases Hewlett-Packard,
modelo 5890. Las muestras se inyectaron en CH,Cl, o CHCI;, segun
el caso, grado analitico (Baker) y las separaciones se realizaron en
una columna Ultra 2 (5% difenil, 95% dimetil polisiloxano), con flujo
de 1.0 mL/min. Como gas acarreador se usd N, y un programa de
temperatura inicial de 180 °C, temperatura final de 320 °C y un
gradiente de 10 °C/min. Las temperaturas del inyector y detector se
mantuvieron a 300 °C. También se utilizé6 un cromatégrafo de gases
6890N acoplado a un espectrometro de masas 5975B (CG-EM),
marca Agilent Technologies.

Los espectros de IR fueron obtenidos en un espectrofotometro marca
Nicolet, modelo Protegé 460. Los espectros de resonancia magnética
nuclear (RMN), tanto de 'H como de '°C, se determinaron en un
espectrémetro  Bruker Avance 400 (400 MHz), utilizando
tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Las muestras fueron
disueltas en CDCl; y los desplazamientos (8) se reportan en partes
por milléon (ppm).

2.2 Material vegetal

El material vegetal (planta entera de T. procumbens) fue colectado
en los meses de febrero, marzo y junio del afio 2004 en los
alrededores del norte de la ciudad de Mérida, cerca del CICY,
depositdandose una muestra en el herbario de la Unidad de Recursos
del Centro, con el numero de voucher FMay-1955. Las plantas fueron
secadas en un desecador de herbario y posteriormente pulverizadas
en un molino de cuchillas, con una malla No. 6.

2.3 Bioensayo de inhibicion de crecimiento de
promastigotes de Leishmania mexicana

2.3.1 Material biolégico

Parasitos

Para determinar la actividad leishmanicida se utilizé un bioensayo
que consistid en la inhibicién de crecimiento de promastigotes de
Leishmania (una adaptacién del metodo de Hocquemiller et al.,
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1991). Este bioensayo se desarrollé usando cepas de promastigotes
de Leishmania mexicana [(LV4) MNYC/BZ/62/M379].

Inicialmente los parasitos se cultivaron en el medio TC199 (GIBCO)
suplementado con suero bovino fetal descomplementado al 10%, a
un pH de 7.4, para obtenerlos en su forma infectante (promastigotes
metaciclicos). Los cultivos se mantuvieron en incubacién a una
temperatura constante de 26 °C durante seis dias. Transcurridos los
seis dias, se lavaron con el medio RPMI-1640 (GIBCO) y se
centrifugaron a 850 g (en dos ocasiones) durante 10 min. Se eliminé
el sobrenadante y el botén de parasitos se resuspendié en 1 mL de
medio RPMI-1640 con suero bovino fetal (SBF) al 10% y con la
solucién P/S la cual consiste en 100 pg/mL de estreptomicina, 100
U/mL de penicilina (GIBCO), 20 mM de piruvato de sodio (GIBCO), 5
x 10° M de 2-mercaptoetanol (GIBCO), 100 mM de L-glutamina
(GIBCO) y 1 g/L de bicarbonato de sodio. De este cultivo se tomaron
10 pL y se agregaron 90 uL de formaldehido al 2% (dilucién 1:10),
para inmovilizar a los parasitos y poder contarlos en la camara de
Neubauer en la zona de glébulos blancos con el objetivo de 40x
(Morel 1984). Dependiendo del numero de promastigotes, se realiza
una dilucién con RPMI-1640 con SBF al 10% y P/S, para obtener una
concentracion de 1 x 10° parasitos/mL.

e Calculos:
Cultivo de promastigotes/mL = (PCN) (10,000) (factor de
dilucion).
PCN: Parasitos contados en la camara de Neubauer.
Factor de dilucién: 10.

2.3.2 Estandarizacion de la .curva de crecimiento de los
promastigotes de L. mexicana.

Se realizd la curva de crecimiento de los promastigotes de L.
mexicana para determinar |la fase de desarrollo a la cual se realizaria
el bioensayo; éste se llevé al cabo siguiendo la metodologia
previamente descrita.

Los conteos de los promastigotes se realizaron cada segundo o
tercer dia y los resultados obtenidos se graficaron y se analizaron por
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medio de un programa estadistico Prisma (Programa GraphPad
Software Prism 4). El experimento se realizé por triplicado.

2.3.3 Preparacion de los extractos de T. procumbens

Los extractos de T. procumbens (metandlico, hexanico,
diclorometanico y de acetato de etilo) se disolvieron en sulféxido de
dimetilo (DMSO) a una concentracién menor al 0.5% y en medio
RPMI-1640 suplementado y con P/S y se esterilizaron por filtracién
en los filtros millipore (0.45 um, previamente esterilizados) dentro de
una campana de flujo laminar categoria Il. Las concentraciones
utilizadas fueron: 1000, 100, 10, 1.0 y 0.01 pg/mL.

Posteriormente, se tomé 100 uL del cultivo de paréasitos (10°
parasitos/mL, es decir 10° parasitos/100 ul) y esta suspension se
coloco por triplicado con 100 uL de los extractos a los pozos de las
microplacas Costar que se incubaron a 26 °C, durante seis dias.

Las concentraciénes utilizadas en el bioensayo para las fracciones y
compuestos puros fueron menores a las de los extractos, siendo la
de las fracciones de 50 pg/mL (obteniéndose sélo el porcentaje de
infeccién) y la de los compuestos puros de 2, 1, 0.5, 0.25 y de 0.125
ug/mL (para la obtencion de los Clsp).

Por ultimo, los parasitos fueron contados en la camara de Neubauer
y comparados con el control positivo (anfotericina B), a una
concentracion de 1 pg/mL; control negativo (DMSO), a una
concentracion menor al 0.5%; vy control del experimento
(promastigotes incubados sélo con medio RPMI-1640 suplementado
y con P/S).

La concentracion maxima de DMSO no fue mayor a 0.5% de la
disolucién final puesta en los pozos, ya que concentraciones mas
elevadas afectan el crecimiento de los parasitos.

e Control positivo: Anfotericina B, 2 pg/mL.

e Control negativo. DMSO menor a 5%, medio RPMI-1640
suplementado y con P/S.
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e Control del experimento: Medio RPMI-1640 suplementado y
con P/S sin tratamiento.

El bioensayo se realizé dos veces por triplicado. Los resultados se
reportan como porcentaje de inhibicién de crecimiento.

El numero de parasitos en presencia de las diferentes
concentraciones empleadas de los extractos, fracciones vy
compuestos se compar6 con el nimero de parasitos presentes en los
cultivos sin tratamiento (promastigotes incubados sélo con medio
RPMI-1640 suplementado y con P/S, para poder determinar el
porcentaje de inhibiciéon de crecimiento celular (%ICC) y la Clsg
(concentracion del compuesto que inhibe el crecimiento del 50% de
los parasitos).

Los resultados se reportaron como porcentaje de inhibicion de
crecimiento y en algunos casos, como su Cls.

El célculo del porcentaje de inhibicibn de crecimiento de los
promastigotes se hizé de la siguiente manera:

Porcentaje de inhibicion = 100 — L2 x 100
PCN

Donde:
PF = Promedio del niumero de promastigotes vivos de la fraccion.
PCN = Promedio del niumero de promastigotes vivos del control
negativo.

La obtencion de los Cls, se realizd con el programa estadistico
Probit.

Para determinar el Cls, se emplearon las medias del porcentaje de
inhibicion de crecimiento celular del niumero de parasitos a las
diferentes concentraciones de los compuestos.

Las consideraciones de la actividad de los extractos y compuestos
fue determinado de acuerdo con las reglas del Instituto Nacional del
Cancer (NCI), considerandose un extracto activo a Clsp < 100 pg/mL,
mientras que una fraccién es activa a Clsy < 25 pg/mL, siendo un
compuesto puro denominado como activo a Clsy < 4 pg/mL. Sin
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embargo, Pink y colaboradores (2005) consideran que los
compuestos para ser antiprotozoarios deben de tener una Cls, < 1
ug/mL. Incluso, otros autores consideran activos a los compuestos al
ser estos comparados con los medicamentos usados como
controles.

2.4 Ensayo de MTT para evaluar la viabilidad celular, para
las células MDCK y KB

Este ensayo esta basado en la reducciéon del MTT [bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] a formazan de color violeta
por deshidrogenasas mitocondriales activas (principalmente la
succinato-deshidrogenasa) unicamente de células viables. EIl
producto generado se solubiliza y se mide |la absorbancia a 550-620
nm. Este bioensayo permite estudiar la supervivencia y proliferacién
celular o la accién de agentes citotéxicos sin emplear radiactividad, a
diferencia de los ensayos clasicos de incorporacion de timidina
tritiada. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de
formazan producido. Este método fue desarrollado por Mosmann en
1983, habiendo sido modificado por Francois Denizot & Rita Lang
(1986). La obtencién de los Cls; se realizd con el programa
estadistico Probit.

2.5 Bioensayo de toxicidad de células mononucleares
humanas de sangre periférica (CMSP)

Las CMSP’s fueron obtenidas mediante el método reportado por
Boyum (1976). La obtencién de estas células da como resultado las
células adherentes (macréfagos) y células no adherentes (linfocitos).
La viabilidad celular se determiné por la exclusion del colorante azul
de tripano, el cual no penetra a las células vivas. El nimero total de
células y el porcentaje de células viables fueron determinados
usando un hematocitémetro bajo microscopia éptica. Se realizaron
los bioensayos por quintuplicado y los Cls, fueron obtenidos por
medio del programa estadistico Probit.
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Capitulo 3

Purificacion e identificacion de metabolitos
activos de Tridax procumbens L. contra los
promastigotes de Leishmania mexicana LV4

3.1. INTRODUCCION

Tridax procumbens L. es una planta utilizada en la medicina
tradicional maya contra las ulceras cronicas aplicada por via topica.
Asimismo, ha sido reportada con actividad antiprotozoaria y sin haber
presentado algun tipo de toxicidad (Caceres et al., 1998; Berguer et
al., 1998); sin embargo, todos estos estudios han sido analizados a
nivel de extracto crudo de la planta. S6lo se han reportado algunos
estudios fitoquimicos en T. procumbens, como el realizado por Wen-
Hao y colaboradores (2008), sin haber sido analizado algun tipo de
actividad antiprotozoaria.

Diferentes compuestos que han sido aislados de distintas plantas
han mostrado actividad antiprotozoaria (Chan-Bacab & Pefa
Rodriguez, 2001); sin embargo, esta actividad en algunos casos no
ha sido selectiva, es decir el compuesto no sélo afecta a los
parasitos sino que afecta también a otro tipo de células, como ha
sido el caso de algunas acetogeninas (Sahpaz et al., 1994), lo que
resulta en un efecto citotéxico en general.

En este capitulo se describen los estudios preliminares que se
realizaron para la obtencion del método de extraccion de los
compuestos activos leishmanicidas, con disolventes organicos para
obtener los extractos de diferente polaridad de T. procumbens, asi
como la purificacion e identificacion de los metabolitos del extracto
que presentd la mayor actividad leishmanicida, mediante métodos
espectrométricos y espectroscépicos, realizandolo de manera
biodirigida contra promastigotes de L. mexicana, asi como la
evaluacién de la citotoxicidad de los mismos contra diferentes
células.
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3.2 ESTUDIOS PRELIMINARES
3.2.1 Obtencion de extractos por el método de maceracion

Se tomaron 100 g del material vegetal para preparar extractos
mediante una maceracion con los siguientes disolventes: hexano
(Hx), diclorometano (CH,Cl,), acetato de etilo (AcOEt) y metanol
(MeOH) (Fig. 9).

T. procumbens material
vegetal

Extraccion con Hx

Extracto Hexanico

Extraccién con CH,CI,

Extracto CH,ClI,

Extracciéon con AcOEt

Extracto AcOEt

Extraccién con MeOH

Extracto MeOH

Figura 9. Esquema de maceracion del material vegetal de T.
procumbens para la obtencién de los diferentes extractos no
polares (Hx), polaridad baja (CH,Cl,), mediana polaridad (AcOEt) y
polaridad alta (MeOH).
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3.2.2 Obtencion de extractos por el método de particion

Otra muestra del material vegetal de T. procumbens se usé para
preparar extractos mediante el esquema de particion: 100 g fueron
extraidos con MeOH por maceracion, para obtener un extracto crudo
metandlico que se redisolvié en una mezcla de MeOH/H,0 (1:3); esta
suspension fue luego sometida a un proceso de particion con
disolventes de polaridad ascendente, usando sucesivamente Hx,
cloroformo (CHCI;) y AcOEt (Fig. 10).

T. procumbens material vegetal

Extraccién con MeOH

Extracto MeOH (TPZ-1)

Extraccion con MeOH/H,0 (1:3) I

Fase acuosa/MeOH

Extraccion con Hx

| ]
Extracto Hexanico (TPZ-2a) Fase acuosa
Extraccién con CHCI; | |
Extracto CHCI; (TPZ-2b) Fase acuosa

Extraccion con AcQEt

Extracto AcOEt (TPZ-2c) Fase acuosa

Figura 10. Esquema de particion del extracto metandlico de T.
procumbens para la obtencién de los diferentes extractos no
polares (Hx), polaridad baja (CHCIz), mediana polaridad (AcOEt)
y polaridad alta (MeOH).
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Alicuotas de los extractos obtenidos por ambas metodologias fueron
sometidos al bioensayo in vitro contra los promastigotes de L.
mexicana LV4 (Capitulo 2) a fin de elegir uno de ellos. Segun los
resultados, el método de extraccion liquido-liquido fue el mejor
método de separacion de los compuestos leishmanicidas activos, por
lo que se realiz6 este método a mayor escala.

3.3 PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION A MAYOR
ESCALA: METODO DE PARTICION

Una muestra de T. procumbens (10 Kg) se repartié en tres lotes y
cada uno se maceré con MeOH por separado durante 3 dias (3x).
Las suspensiones resultantes fueron concentradas y secadas
mediante un evaporador rotatorio y en cristalizadores de vidrio al aire
libre por varios dias, obteniéndose 1 Kg de extracto MeOH total.
Alicuotas de 500 g de este extracto se redisolvieron por separado en
una mezcla de MeOH/H,O (1:3) y cada suspensién resultante fue
fraccionada mediante una particion con Hx, CH,Cl, y AcOEt, para
obtener los extractos de polaridad baja, mediana y mediana-alta,
respectivamente.

Los rendimientos de los extractos obtenidos de la planta entera de T.
procumbens por el método de extraccion liquido-liquido se muestran
en el cuadro 5.

Cuadro 5. Rendimiento de los extractos de T. procumbens.

Extracto Peso (gramos) % rendimiento
Metanolico (TPZ-1) 1000 10
Hexanico (TPZ-2a) 110 1.10

Diclorometanico (TPZ-2b) 50 0.50
Acetato de etilo (TPZ-2c) 37 0.37

3.3.1 Purificacion del extracto hexanico TPZ-2a

Una muestra de TPZ-2a (15 g), se fraccion6 en una columna liquida
al vacio (CLV), de 7 cm de diametro y 5 cm de altura, con el sistema
hexano-acetona de polaridad creciente, recolectando en total 28
fracciones de 400 mL cada una, las cuales fueron analizadas por
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cromatografia en capa delgada (CCD), agrupandose en 10
fracciones por su similitud, siendo nombradas como TPZ-6a — TPZ-6j
y cuyos pesos se reportan en el cuadro 6. Estas fracciones fueron
analizadas en el bioensayo leishmanicida.

Cuadro 6. Peso de las fracciones de TPZ-2a de T. procumbens.

Extracto Peso (gramos)
TPZ-6a 0.064
TPZ-6b 0.077
TPZ-6¢ 0.345
TPZ-6d 0.173
TPZ-6e 1.725
TPZ-6f 1.612
TPZ-6g 1.560
TPZ-6h 1.385
TPZ-6i 1.574
TPZ-6j 5.221

3.3.2 Precipitacion de cristales de la fraccion TPZ-6h

En la fraccion TPZ-6h se observé la presencia de un precipitado
(ppt), que al secarse formo cristales blancos, los cuales se filtraron y
se les nombré6 TPZ-6h1. Esta fraccién fue varias veces disuelta y
filtrada con metanol frio, obteniéndose cristales aun mas blancos,
obteniendose un peso total de 1.5 g, los cuales mostraron un R;0.37
correspondiente al estigmasterol.

3.3.3 Purificacion de TPZ-6h

La fraccion TPZ-6h, que proviene de TPZ-2a, (1.087 g) mostré por
CCD la presencia de un componente mayoritario en el sistema Hx/An
(80:20), por lo que se fraccion6 mediante una columna CLV de 7 cm
de diametro y 5 cm de altura, con los sistemas Hx/CH.Cl, y
CH,CI,/An en polaridad ascendente, obteniéndose 27 fracciones de
250 mL cada una, agrupandose las similares después de ser
analizadas por CCD en 7 fracciones (TPZ-24a - TPZ-249g),
observandose la presencia de un componente mas puro en la
fraccion TPZ-24d (16.4 mg).
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3.3.4 Purificacion de TPZ-24d

La fraccion TPZ-24d (16.4 mg) se purific6 mediante una columna de
gravedad de 0.5 cm de diametro y una altura de 15 cm, con el
sistema Hx/AcOEt (85:15), recolectandose 52 fracciones de 0.5 mL y
reuniéndose las similares después de analizarse por CCD. Asi, se
obtuvo el compuesto puro TPZ-25d1 (3 mg), de consistencia aceitosa
y de color amarillo.

En la figura 11 se presenta el diagrama general que indica el modo
de purificacion cromatografica de TPZ-25d1. Para obtener mayores
cantidades de este compuesto, se repiti6 en tres ocasiones la
purificacion de la fraccion TPZ-2a, hasta obtener 10 mg en total.

a) Experimento TPZ-6 *

CLV (10 fracciones)
b) Experimento TPZ-24

CLV (7 fracciones)
c) Experimento TPZ-25

CC (52 fracciones)
d) Compuesto puroTPZ-25d1 %

Figura 11 Esquema general de purificacion de TPZ-25d1. a)
Experimento TPZ-6 (fraccionamiento de TPZ-2a), el cual
consisti6 en una CLV en donde se obtuvieron 10 fracciones
(TPZ-6a-j). b) Experimento TPZ-24 (purificacién de TPZ-6h), 7
fracciones (TPZ-24a-g). ¢) Experimento TPZ-25 (purificacién de
TPZ-24d), realizado con una CC, obteniéndose 52 fracciones.
d) Compuesto TPZ-25d1, obtenido al reunir las fracciones 11-
15 del experimento TPZ-25. El asterisco indica que fueron
activos en el bioensayo leishmanicida.
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3.3.5 Purificacion de TPZ-24b

La fraccion TPZ-24b (89.1 mg), obtenida también de TPZ-6h, se
purificé mediante una columna de 1 cm de diametro y 27 cm de
altura empacada con Sephadex LH-20, eluida con una mezcla de
hexano/CHCI;/MeOH (2:1:1), obteniéndose 40 fracciones, las cuales
fueron monitoreadas con CCD y reunidas en tres fracciones
nombradas como TPZ-26a — TPZ-26c. En la fraccion TPZ-26b se
observé un componente mayoritario al que se denominé TPZ-26b1.
En la figura 12 se observa el esquema general de purificacién de
TPZ-26b1.

TPZ-6h
CLV (7 fracciones)

TPZ-24b

Sephadex (40 fracciones)
TPZ-26b

TPZ-26b1

Figura 12. Esquema general de purificacion de TPZ-26b1.

En la figUra 13 se presenta un esquema general de purificacion de
los compuestos obtenidos de TPZ-2a.
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TPZ-2a
(Extracto Hexanico)

TPZ-6
TPZ-6h
I CLV 15 fracciones
ppt
TPZ-6h
TP-am . TPZ-24b
Estigmasterol TPZ-24 3
TPZ-24d TPZ-26b
|
Sephadex
C. gravedad SRR
I . TPZ-26b1
TPZ-25d1 ) Acido palmitico
(3S)-16.17-dideshidrofalcarinol

Figura 13. Esquema general del fraccionamiento de TPZ-2a.

3.4 RESULTADOS Y DISCUSION

El mejor método de extraccién se eligié con base en la extraccion de
los compuestos activos leishmanicidas. El porcentaje de inhibicion de
crecimiento de promastigotes causado por los extractos obtenidos,
mediante los dos métodos de extraccién (extraccién liquido-liquido y
extraccion por maceracién), se realizé a una concentracion de 1
mg/mL. Con el primer método se observd que la actividad se
encontraba en los extractos hexanico y en el diclorometanico,
mientras que el extracto de acetato de etilo resulté inactivo. En el
método de maceracion, se observo actividad en los tres extractos,
como puede verse en la figura 14.

Es decir, el mejor método de separacion de los compuestos activos
resulté ser la de extraccion liquido-liquido (particion), ya que los
compuestos activos se encuentran en su mayoria en la fracciéon
hexanica (no polar), mientras que la fraccién de AcOEt en los cuales
los metabolitos son medianamente polares, no presenté actividad.
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Extractos Particiones
C(+): Control positivo; Anfotericina B 2 pg/pL o -

C(-): Control negativo; DMSO al 0.25% @ Maceraciones
CE: Control Experimento; RPMI

Figura 14. Comparacion de los porcentajes de inhibicion de
crecimiento de los promastigotes de L. mexicana, de los extractos
obtenidos por extracciéon liquido-liquido (particién), y por el de
extraccion por maceracion. Extracto hexanico (Hx), extracto
cloroférmico (CHCIs), extracto diclorometanico (CH,Cl,), extracto de
acetato de etilo (AcOEt) y extracto metanolico (MeOH).

El bioensayo de inhibicion de crecimiento de promastigotes de
Leishmania mexicana LV4 mostré que el extracto metandlico (TPZ-1)
de T. procumbens fue activo con un Cls; = 16.52 pg/mL, lo cual
confirma los resultados obtenidos por Peraza-Sanchez vy
colaboradores en esta especie (2007).

De las fracciones obtenidas de la particion del extracto metandlico, la
no polar (TPZ-2a), resultdé activa en el bioensayo leishmanicida con
un Clsp = 9.42 pg/mL, mientras que los extractos de polaridad
mediana y mediana-alta al tener un Cls, mayor de 100 pg/mL no
fueron considerados activos [Lo anterior fue determinado de acuerdo
con las reglas del Instituto Nacional del Cancer (NCI)] (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Bioensayos de la actividad contra los promastigotes de
Leishmania mexicana LV4 de los extractos de T. procumbens.

Extracto Actividad contra
promastigotes
Clso (ug/mL)
TPZ-1 Ext MeOH 16.52
TPZ-2a Ext Hx 9.42
TPZ-2b Ext CH,Cl, =100
TPZ-2c AcOEt >100

Debido a que la mayoria de los metabolitos con actividad
leishmanicida reportados en la literatura muestran cierta actividad
citotdxica colateral, se considerd evaluar este tipo de actividad en los
extractos y las fracciones leishmanicidas, evaluandose asi a TPZ-1y
TPZ-2a contra células adherentes (macréfagos), no adherentes
(linfocitos), células de riidén canino MDCK (Madin-Darby Canin
Kidney) y células KB (linea de células de carcinoma humano
nasofaringeo), con los siguientes resultados: la evaluacion del
extracto metandlico indicé claramente que no hay correlacion entre la
actividad citotoxica y la actividad leishmanicida detectada, ya que la
concentracién leishmanicida de este extracto fue Clso = 16.52 ug/mL,
mientras que las Cls, de citotoxicidad de las diferentes células
evaluadas fueron superiores (Cuadro 8). Estos resultados coinciden
con lo reportado por Caceres y colaboradores (1998) y Berguer y
colaboradores (1998), ya que extractos obtenidos de T. procumbens
presentaron actividad antiprotozoaria, sin actividad toxica de los
mismos.

Cuadro 8. Toxicidad contra células CMSP (adherentes, no adherentes),
MDCK y KB.

Extracto, Células Células no Células Células
Fraccién adherentes adherentes MDCK KB Clsp
Clso (ug/mL) Clso (1g/mL) Clso (1ug/mL)
(ug/mL)
TPZ-1 69 65 1151 58
TPZ-2a 166 117 45 60
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Una vez demostrado que la fraccién de menor polaridad (TPZ-2a) fue
la mas activa (Clso = 9.42 pg/mL), se realizé su fraccionamiento con
una CLV. Las fracciones obtenidas fueron sometidas al bioensayo de
inhibiciéon de crecimiento de promastigotes de L. mexicana LV4,
resultando mas activas las fracciones TPZ-6f, TPZ-6h y TPZ-6i, con
una inhibicion de 57.8, 91.3 y 61.3% a una concentraciéon de 50
ug/mL Se observd que la fraccion hexanica TPZ-2a sigui6
conservando su actividad, ya que, a la concentracion de 50 pg/mL,
tiene un porcentaje de inhibicion de crecimiento de los promastigotes
del 93%. La fraccibn acuosa no presentdé actividad a esa
concentracién, y tampoco se observé actividad del control negativo
(DMSO), ni del estigmasterol (Fig. 15).
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Figura 15. Porcentaje de inhibicién de crecimiento de las fracciones
TPZ-6a — TPZ-6j. 1) Extracto MeOH, 2) Control del experimento
(medio), 3) Extracto Hx, 4) Extracto acuoso, 5) Control positivo
(anfotericina B), 6) Control negativo (DMSO), 7) Estigmasterol. Las
letras indican las fracciones de TPZ-6 (TPZ-6a — TPZ-6j).La fraccion
de TPZ-6 que presentd mayor actividad fue la TPZ-6h a una
concentracion de 50 ug/mL, inhibiendo en un 91.3%, mientras que ni
la fraccion acuosa ni el control negativo (DMSO) presentaron
actividad. Andlisis realizado utilizando el programa estadistico SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences).

3.4.1 Identificacion de los metabolitos aislados

3.4.1.1 Identificacion de la mezcla Estigmasterol y p-
Sitosterol (TPZ-6h1)

Una muestra del precipitado recristalizado de TPZ-6h1 se inyecté al
cromatografo de gases-masas, observandose en el cromatograma
dos picos mayoritarios con tg = 11.01 y 12.27, respectivamente (Fig.
16). Los compuestos se identificaron por comparacion de los
patrones de fragmentacién de sus espectros de masas con los
almacenados en la base de datos del detector masico como el
estigmasterol (98) (Fig 17) y el B-sitosterol (99). Esto confirma los
reportes previos sobre la presencia de estos metabolitos en T.
procumbens (Akbar et al., 2002).
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Figura 16. Cromatograma de gases de TPZ-6h1, donde se observan 2
picos con tg = 11.01 y 1227 para estigmasterol y p-sitosterol,
respectivamente.
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Figura 17. Patron de fragmentacion de TPZ-6h1, con un tg = 11.01, donde
se observa el i6n molecular m/z 412 (40), correspondiente a la férmula
molecular C,gH4s0, asi como los fragmentos del estigmasterol a m/z 369
(12), 394 (15), 271 (65), 83 (75), 55 (100).

98 99

El estigmasterol (24-etil-colest-5,22-dien-33-ol) (98) y el B-sitosterol
(99) pertenecen a los esteroles, un subgrupo de esteroides naturales
que derivan del colesterol. Poseen un grupo 3-hidroxi y una cadena
lateral alifatica en C-17, constituida normalmente de 8-10 carbonos.
Los esteroles se distribuyen extensamente en los reinos animal y
vegetal, como componentes celulares en forma libre o0 como ésteres
glicésidos. El estigmasterol se utiliza como materia prima para la
sintesis parcial de hormonas (Waizel-Bucay et al., 2008).
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La mezcla estigmasterol y B-sitosterol no presenté algun tipo de
actividad contra L. mexicana. Sin embargo, no puede descartarse la
actividad contra otras especies de Leishmania, ya que Torres-Santos
y colaboradores (2004) reportaron que esta mezcla inhibe en un 70%
a los promastigotes de L. amazonensis. Esto podria deberse a la
variabilidad de las cepas y su diferente sensibilidad al efecto de los
compuestos, asi como a las diferentes concentraciones de los
esteroles presentes en la mezcla. Ademas, se ha reportado otro
esterol con actividad leishmanicida, el clerosterol, aislado de las
frutas de Cassia fistula (Leguminosae). Este metabolito presentd una
importante actividad contra los promastigotes y amastigotes de L.
chagasi (Sartorelli et al., 2007).

3.4.1.2 lIdentificacion de (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol
(TPZ-25d1)

El compuesto TPZ-25d1, aislado de TPZ-2a, se obtuvo como un
aceite amarillo, muy labil a temperatura ambiente y con tendencia a
polimerizarse rapidamente, por lo que se tuvo que mantener disuelto
en CHCI; a bajas temperaturas (-18 °C). Una muestra de TPZ-25d1
se inyect6 al cromatégrafo de gases-masas, observandose en el
cromatograma un solo pico con un tg = 7.94, (Fig. 18). Con los
estudios espectroscépicos de IR, 'H- y ®*CRMN fue identicado como
(3S)-16,17-dideshidrofalcarinol.

(3S)-16,17-Dideshidrofalcarinol. IR (KBr) Amax 3385, 3078, 2914,
2847, 2253 cm™'; RMN-'H (CDCl;, 400 MHz) & 5.94 (1H, ddd, J =
17.0, 10.1, 5.3, H-2), 5.81 (1H, ddt, J = 17.0, 10.2, 6.7, H-16), 5.51
(1H, dtt, J = 10.5, 7.3, 1.5, H-10), 5.46 (1Hyans, dt, J = 17.0, 1.1, H-1),
5.38 (1H, dtt, J = 10.5, 6.5, 1.5, H-9), 5.24 (1H;s, dt, J = 10.1, 1.1, H-
1), 4.99 (1Hyans, dg, J = 17.0, 1.6, H-17), 4.93 (1Hgs, dq, J = 10.2, 1.0,
H-17), 4.92 (1H, ddd, J = 6.6, 5.3, 1.1, H-3), 3.03 (2H, d, J = 6.5, H-
8), 2.04 (4H, m, H-11, H-15), 1.74/1H, d, J = 6.6, 3-OH), 1.35 (6H, m,
H-12, H-13, H-14). RMN-">C (CDCl;,100 MHz) & 139.0 (C-16), 136.1
(C-2), 132.9 (C-10), 122.0 (C-9), 117.0 (C-1), 114.2 (C-17), 80.2 (C-
7),74.2 (C-4), 71.2 (C-5), 64.0 (C-6), 63.5 (C-3), 33.7 (C-15), 29.0 (C-
14), 28.7 (C-12), 28.6 (C-13), 27.1 (C-11), 17.6 (C-8); EIMS m/z 241
[M - 1]" (0.6), 227 (0.6), 213 (0.8), 199 (2), 185 (5), 171 (9), 159 (19),
141 (31), 129 (5), 115 (79), 103 (32), 91 (98), 77 (48), 66 (7), 55
(100), 41 (62), 28 (22). Formula molecular: C47H,0.
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En el cromatograma de gases se observé un solo pico, con un tg =
7.94, indicando su pureza (Fig. 18).

:
7.94

|

Figura 18. Cromatograma de gases de TPZ-25d1. Se observa un
pico mayoritario con tg = 7.94. Las separaciones se realizaron en una
columna Ultra 2 (5% difenil, 95% dimetil polisiloxano), con flujo de 1.0
mL/min. Como gas acarreador se us6 N, y un programa de
temperatura inicial de 180 °C, temperatura final de 320 °C y un
gradiente de 10 °C/min. Las temperaturas del inyector y detector se
mantuvieron a 300 °C.
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En el espectro de infrarrojo (IR) de TPZ-25d1 (Fig. 19) se observo
una sefial ancha a 3385 cm™', perteneciente a grupos OH; una banda
a 3078 cm™’, tipica de dobles enlaces C=CH; bandas a 2914-2847
cm™', debidas a estiramientos CH de los grupos CH,; y una banda a
2253 cm™ tipica de grupos C=C.

% Transmittance

Wavenumbers (cm-1)

Figura 19. Espectro de IR de TPZ-25d1. En el se observan una sefial ancha
a 3385 cm™, perteneciente a grupos OH (no sefialada); una banda a 3078
cm, tipica de dobles enlaces C=CH; bandas a 2914-2847 cm™, debidas a
estiramientos CH de los grupos CH,; y una banda a 2253 cm™ tipica de

grupos C=C.

En el espectro de resonancia magnética nuclear de protén (RMN-'H)
de TPZ-25d1 no se observaron sefales debidas a protones
aromaticos (Fig. 20). El espectro'mostro sefiales para ocho protones
olefinicos a 5 5.94, 5.81, 5.51, 5.47, 5.38, 5.23, 4.99 y 4.93 (Fig. 21).
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Figura 20. Espectro de RMN-'H de TPZ-25d1 en CDCl;. En el
espectro no se observan sefiales tipicas de grupos aromaticos, cuyos
desplazamientos aparecen en la zona comprendida entre 6 a 8 ppm.
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Figura 21. Ampliacién del espectro de RMN-'H de TPZ-25d1. El espectro

muestra sefiales para ocho protones olefinicos a 6 5.94, 5.81, 5.51, 5.47,
5.38, 5.23,4.99 y 4.93.

Por otro lado, el espectro de RMN-'°C de TPZ-25d1 (Fig. 22) revel6
la presencia de seis carbonos tipo olefinicos a § 139.0, 136.1, 132.9,
122.0, 117.0 y 114.2, y con los experimentos DEPT-90 y DEPT-135
(no mostrados) se observd la presencia de cuatro carbonos
cuaternarios a 6 80.2, 74.2, 71.2 y 64.0 y un oximetino a 6 63.5.
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Figura 22. Espectro de RMN-"°C de TPZ-25d1 a 100 MHz disuelto en
CDCl;. Se observa la presencia de seis carbonos tipo olefinicos a § 139.0,
136.1, 132.9, 122.0, 117.0 y 114.2, cuatro carbonos cuaternarios a 6 80.2,
74.2,71.2 y64.0 y un oximetino a  63.5.

0

Con base en el analisis de estos datos espectroscopicos y por
comparacion de los mismos con los reportados anteriormente en la
literatura (Bernat et al., 1996), se propuso la estructura (100) para
TPZ-25d1, la cual se pudo identificar como una oxilipina conocida
como (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol (Cuadro 9). Este metabolito ya
habia sido aislado previamente de T. procumbens en un estudio
preliminar realizado en la Unidad de Biotecnologia del CICY (Novelo-
Castilla, 2005).
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Cuadro 9. Comparacion de desplazamientos quimicos de los datos de
carbono e hidrogeno de TPZ-25d1, con el dideshidrofalcarinol reportado
en la literatura ®. Desplazamientos quimicos de los carbonos y de los
hidrégenos de TPZ-25d1 observados en los espectros de RMN, a 100 y

400 MHz, respectivamente, en CDClj.

TPZ- Dideshidro- TPZ-25d1 Dideshidro-
25d1  falcarinol’ falcarinol’
#C 8 °c 8 '"Hm J (Hz)
1 117.0 117.0 5.24 (1Hgs, dt, 10.1, 5.24 (dt, 10.4,
1.1) 1.3)
5.46 (1Hyans, dt, 17.0,  5.44 (dt, 17.4,
1.1) 1.3)
2 136.1 136.1 5.94 (1H, ddd, 17.0, 5.92 (ddd, 17.4,
10.1, 5.3) 10.4, 5.4)
3 63.5 63.5 4.92 (1H, ddd, 17.0. 4.91 (ddd, 6.8,
10.1,5.3, 1.9) 5.4,1.3)
4 742 ME 0000 s e
5 712 2 mesm e
6 64.0 7 S —
7 802 71 | —
8 17.6 17.6 3.03 (2H, d, 6.5) 3.01 (d, 6.5)
9 122.0 122.0 5.38 (1H, dtt. 10.5, 6.5, 5.36 (dtt, 10.8,
1.5) 6.5, 1.5)
10 1329 132.9 5.51 (1H, dtt) 5.49 (dtt, 10.8,
7.3, 1.5)
11 27 1 271 2.04 (m) 2.00 (m)
12 28.7 28.7 1.35 (m) 1.35 (m)
13 286 28.6 1.35 (m) 1.29 (m)
14 290 29.0 1.35 (m) 1.35 (m)
15 337 33.7 2.04 (m) 2.03 (m)
16 139.0 139.0 5.81 (ddt) 5.79 (ddt, 17.1,
10.8, 6.8)
17 1142 114.2 4.93 (dq) 4.93 (dq, 10.8,
4.99 (dq) 1.5)
4.99 (dq, 17.1,
1.5)
3- - 1.74 (d) 1.87 (d, 6.8)
OH

4 Bernat et al., 1996
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(3S)-16,17-dideshidrofalcarinol es una oxilipina que fue reportada por
primera vez en 1966 por Bolhmann et al. de la raiz de Falcaria
vulgaris (Umbelliferae), y que también ha sido aislada de las raices
de Artemisia capillaris (Harada & Iwasaki, 1982), de Calea integrifolia
(Bolhmann & Zdero, 1976) y de la parte aérea de Lidbeckia pectinata
(Bolhmann et al., 1972), que son especies pertenecientes a la familia
Asteraceae (Compositae).

El término oxilipina ha sido introducido como un vocablo colectivo
para compuestos oxigenados biosintetizados a partir de acidos
grasos (Vivanco et al., 2005) (Fig. 24), implicados en la respuesta al
dario fisico causado por animales o insectos, asi como al estrés y al
ataque de patdégenos (Howe et al., 2002). La presencia de enlaces
triples en sus estructuras, como en el dideshidrofalcarinol (100),
permite que se les considere como lipidos acetilénicos o
poliacetilenos (polienos) que, a menudo, contienen enlaces dobles
C=C o unidades de alenos. Estos compuestos son producidos por
hongos (Basidiomicetos) (Anchel, 1952) y plantas pertenecientes a
las familias Asteraceae, Apiaceae y Araliaceae (Boll & Hansen, 1987;
Christensen & Lam, 1990; Christensen & Lam, 1991; Christensen,
1992; Wittstock et al., 1995; Rollinger et al., 2003).

Se conocen mas de mil poliacetilenos de plantas. Los poliacetilenos
naturales son formados a partir de los acidos grasos insaturados,
como el acido oleico y el linoleico, por deshidrogenacion adicional de
sus enlaces cis-alqueno y acortamiento subsecuente de la cadena
hidrocarbonada (Fig 23). Para el aislamiento de los poliacetilenos, se
procede con una extraccién cuidadosa a temperatura ambiente
(Marston & Hostettman, 1994). Estos compuestos presentan
diferentes actividades biolégicas, como antitumoral, antibacteriana,
antifungica, antibiotica, antiprotozoaria, entre otras (Hansen & Boll,
1986; Dembitsky, 2006; Christensen & Brandt, 2006; Senn, 2007).

,
f
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Figura 23. Biosintesis de las oxilipinas. Los poliacetilenos naturales
son formados a partir de los acidos grasos insaturados, como el
acido oleico y el linoleico, por deshidrogenacion adicional de sus
enlaces cis-alqueno y acortamiento subsecuente de la cadena

hidrocarbonada.

El dideshidrofalcarinol (100) fue también aislado del extracto crudo
de las hojas de Dendropanax arboreus (Araliaceae) junto con otros
poliacetilenos Cy;, como falcarinol (101) y el dideshidrofalcarindiol
(102). Estos compuestos muestran actividad citotoxica contra
diferentes lineas tumorales in vitro. El dideshidrofalcarinol tiene
también actividad in vivo contra el melanoma LOX (Bernart et al.,

1996).
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Por otro lado, el falcarinol es uno de los poliacetiienos mas
conocidos, también llamado “panaxynol” y considerado una
fitoalexina, las cuales son sustancias que se biosintetizan en
respuesta a dafos externos, como el ataque de algun patégeno o por
heridas, y estan ausentes en tejidos normales de las plantas
(Vivanco et al., 2005). Es decir, en algunas especies estos
compuestos no se encuentran de manera constitutiva, sino que son
inducidos después de que han sido atacadas por hongos, tal como
sucede en especies de las familias Fabaceae y Solanaceae. Asi, por
ejemplo, los tomates producen falcarindiol y falcarinol cuando son
infectados por Verticillium albo-atrum (Elgersma et al., 1984). Existen
pocas fitoalexinas reportadas con actividad leishmanicida, entre las
cuales se encuentra el resveratrol, el cual mostré actividad contra
promastigotes de L. major (Clso = 45 ng/mL). Resveratrol también
mostré una reduccion en el porcentaje de infeccion de macroéfagos
infectados con amastigotes de la misma especie, sin embargo a
pesar de no presentar actividad téxica en ratones (Kedzierski et al.,
2007), a dosis elevadas de este compuesto, (de 1,000 a 3,000 mg/kg
peso al dia) se observé un dafio renal (Crowell et al., 2004).

El compuesto (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol (TPZ-25d1), obtenido
del extracto héxanico (TPZ-2a) de T. procumbens, demostré una
marcada actividad contra los promastigotes de L. mexicana LV4,
presentando un Cls = 0.132 ug/mL, el cual fue mejor que la
anfotericina B con un Clsp = 1 pg/mL, revelando esta ultima una
mayor citotoxicidad contra las células MDCK y KB (Cuadro 11).

Son pocos los compuestos poliacetilénicos que han sido reportados
con actividad antiparasitaria. Entre estos estan el 8-
hidroxiheptadeca-4,6-diyn-3-il-acetato (103), el 8-hidroxiheptadeca-1-
eno-4,6-diyn-3-il-acetato (104) y el 16-acetoxy-11-hidroxioctadeca-
17-eno-12,14-diynyl-acetato  (105), obtenidos de Cussonia
zimmermannii (Araliaceae), que tienen una importante actividad
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leishmanicida, tripanocida y antimalarica (Senn, et al., 2007) (Cuadro
10).
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Cuadro 10. Actividad antiparasitaria de los policétidos aislados de Cussonia
zimermannii.®

T. brucei P T L L. donovani Toxici
Com- rhodensi falciparum cruzi donovani macréfagos -dad
puesto Cultivo infectados L-6
axénico

103 5.4 (18) 5.9 (19) 7.9 2.4 (7.8) >3 (>10) 17
(26) (54)

104 0.14 0.44 (1.4) 0.2 0.039 0.098 (0.32) 3.6
(0.46) (0.65) (0.13) (12)

105 042(1.1) 0.84(2.2) 0.15 0.054 0.85 (2.3) 22
(0.40) (0.14) (58)

? Los resultados se reportan como Clsy en pg/mL. Los resultados en
paréntesis se presentan en pM.

En el trabajo realizado por Senn y colaboradores (2007) se observé
que el compuesto 103 fue el menos activo en todos los ensayos
antiparasitarios realizados, mientras que el compuesto 104 mostré
una importante actividad contra T. cruzi y L. donovani (tanto de
manera axénica como en macréfagos infectados), con valores de
Clso de 0.2, 0.04 y 0.1 pg/mL, respectivamente. La citotoxicidad de
este compuesto fue relativamente alta, por lo que se analiz6 el IS,
mostrando valores de 18 y 37 pg/mL, respectivamente (7. cruziy L.
donovani en macrofagos infectados).

Se puede observar que los compuestos 103 y 104 sélo tienen de
diferencia la presencia de un doble enlace, el cual al parecer
desempena un papel importante en la actividad, ya que ésta se
incrementd notablemente contra los parasitos (Clso = 0.039 pg/mL),
aunque también se incrementd su citotoxicidad (Clsp = 3.6 pg/mL).
Por otro lado, el metabolito 105, que también presenté importante
actividad contra 7. cruzi, con un Clsg = 0.15 pg/mL, y contra L.
donovani (axénica), con un Cls; = 0.054 pg/mL, presenté menor
citotoxicidad Clso = 22 pg/mL, pudiendo deberse a la presencia del
grupo acido, el cual podria hacerlo mas selectivo.

El estudio de estos compuestos en el bioensayo contra amastigotes
axénicos fue ventajoso, ya que las pruebas se realizaron con el
parasito en la fase que se desarrolla dentro del huésped vertebrado;
sin embargo, debido a que este parasito es intracelular, también fue
necesaria la realizaciéon de estudios en amastigotes intracelulares,
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demostrando que estos compuestos poliacetilénicos presentan
actividad en ambos casos.

En lo que se refiere a la actividad citotoxica, TPZ-25d1 no presentd
una importante contra las diferentes células evaluadas (Cuadro 11).
La actividad toxica de TPZ-25d1 contra células adherentes, resulto
muy baja, siendo el IS = 3625, con respecto a las células adherentes,
y IS = 1378, con respecto a las células no adherentes, y resulto
menos téxico contra las lineas célulares MDCK y KB, en
comparacion con la anfotericina B, lo que indica que TPZ-25d1 es
responsable de la actividad leishmanicida (Cuadro 11).

Cuadro 11. Actividad biolégica de TPZ-25d1. Los valores de Cls, estan
dados en ug/mL

Compuesto Promastigo  Células no Células  MDCK KB

Farmaco tes de L. adherentes adheren-
mexicana tes
LV4
TPZ-25d1 0.132 181.97 478.63 13.85 81.30
Pentamidina NE 173.78 549.54 98.04 129.9
Anfotericina B 1 456.51 575.43 6.58 6.02

NE No evaluado |S =ICs, células/ICs, parasito

A pesar de que el compuesto (3S5)-16,17-dideshidrofalcarinol mostré
actividad importante contra los promastigotes de L. mexicana (Cls, =
0.132 pg/mL), es necesario el analisis en el bioensayo contra
amastigotes intracelulares y la evaluacion de la citotoxicidad en los
macrofagos (Capitulo 4), para saber si aun se conserva la actividad
leishmanicida.

3.4.1.3 Identificacion de acido palmitico (TPZ-26b1)

De la fraccion TPZ-26b se obtuvo un polvo blanco, soluble en
CH,CI,, el cual se le denomin6 TPZ-26b1. Una muestra de este polvo
blanco se inyecté en el CG, obteniéndose un cromatograma que
mostré un solo pico a tg = 6.4 (Fig. 24).
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Figura 24. Cromatograma de gases de TPZ-26b1. Se observo un
solo pico atg = 6.4

El compuesto TPZ-26b1 fue analizado mediante el cromatografo de
gases acoplado a un detector masico. En el espectro de masas
obtenido se observdé un pico a m/z 256 correspondiente al ion
molecular, una sefial a m/z 60 dehida a un fragmento formado por
rearreglo de McLafferty, una sefial a m/z 73 debida al fragmento
(CH),COOH" y los fragmentos a m/z 227, 213, 199, 185, 171, 157,
143 y 129, generados por pérdidas sucesivas de grupos CH, de la
cadena hidrocarbonada (Fig. 25). Una comparaciéon del patrén de
fragmentacion de este compuesto con el obtenido de la base de
datos del equipo permitié identificarlo como el acido hexadecanoico o
acido palmitico, de férmula molecular C4H3,0, (106). El acido
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palmitico no presenté actividad contra los promastigotes de L.
mexicana. Otros acidos grasos reportados por Sartorelli vy
colaboradores (2007) tampoco mostraron actividad leishmanicida, sin
embargo, existen reportes de que este tipo de metabolitos pueden
presentar actividad leishmanicida como el acido minquartinoico, el
cual es un derivado de acido graso, aislado de la corteza de
Minquartia guianensis, el cual mostré una moderada actividad contra
L. major, aunque esta actividad esta atribuida mas a su citotoxicidad
en general (Rasmussen et al., 2000).
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Figura 25. Patron de fragmentacion de TPZ-26b1. En el espectro de masas
obtenido se observa un pico a m/z 256 correspondiente al ion molecular,
una seflal a m/z 60 debida a un fragmento formado por rearreglo de
McLafferty, una sefial a m/z 73 debida al fragmento (CH,),COOH" y los
fragmentos a m/z 227, 213, 199, 185, 171, 157, 143 y 129, generados por
pérdidas sucesivas de grupos CH, de la cadena hidrocarbonada.
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La presencia de acido palmitico en T. procumbens ya habia sido
reportada (Novelo-Castilla, 2005), al igual que otros acidos grasos,
como el acido laurico (107), miristico (108), estearico (109), linoleico
(110), linolénico (111), palmitoleico (112) y araquidénico (113)
(Gadre & Gabhe, 1988).
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3.5 CONCLUSIONES

Se obtuvieron de la fraccién hexanica activa de T. procumbens tres
metabolitos, el estigmasterol, el acido palmitico y el (3S)-16,17-
dideshidrofalcarinol, reportados previamente en la literatura, de los
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cuales los dos primeros no presentaron actividad contra los
promastigotes de L. mexicana, mientras que el dideshidrofalcarinol
presenté una importante actividad leishmanicida. Este metabolito no
presentd actividad citotoxica contra las diferentes células evaluadas
(MDCK, KB y células CMSP).

Estos resultados permitieron continuar con la evaluacion de
dideshidrofalcarinol contra los amastigotes intracelulares de L.
mexicana, asi como la evaluacion de la actividad citotdxica contra los
macrofagos derivados de médula 6sea.

Parte de este capitulo fue publicado como Martin-Quintal et al., In
vitro activity of Tridax procumbens against promastigotes of
Leishmania mexicana. J. Ethnopharmacol. (2009),
doi:10.1016/}.jep.2009.01.037
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Capitulo 4

Efecto leishmanicida en amastigotes del (3S)-
16,17-dideshidrofalcarinol

4.1 INTRODUCCION

La mayor parte de los estudios dirigidos hacia la deteccién de
metabolitos secundarios con actividad leishmanicida han sido
realizados utilizando la forma promastigote del parasito (Phillipson &
Wright, 1991; Chan-Bacab & Pefia-Rodriguez, 2001; Rocha et al.,
2005; Salem & Werbovetz, 2006), la cual es facil de mantener en
condiciones in vitro, proporcionando una herramienta para la
deteccion masiva de drogas leishmanicidas. Sin embargo, debido a
que el promastigote es la forma infectante, esta prueba solamente
tiene un valor indicativo de la posible actividad leishmanicida, en el
hospedador vertebrado, de los metabolitos evaluados, por lo que la
evaluacion antes mencionada debe ser complementada con una
prueba utilizando amastigotes, ya que estos se encuentran en
vertebrados, estando este método mas cercano al modelo in vivo,
que el método que utiliza promastigotes. Al mismo tiempo, se debe
evaluar la actividad citotoxica de los metabolitos en macréfagos no
parasitados, con el fin de establecer si la actividad in vitro de los
metabolitos evaluados se debe a su propiedad citotéxica en general,
o estos poseen una actividad selectiva hacia los parasitos de
Leishmania :(Polonio & Efferth, 2008). ElI metabolito (3S)-16,17-
dideshidrofalcarinol obtenido de T. procumbens presenté actividad
contra los promastigotes de L. mexicana LV4, por lo que este
metabolito tambien podria presentar actividad contra los amastigotes
intracelulares sin presentar actividad citotéxica contra los
macréfagos. y

En este capitulo se describe el efecto leishmanicida en amastigotes
de los extractos y del compuesto (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol
activos contra promastigotes obtenidos de T. procumbens asi como
la evaluacion citotéxica de los mismos en los macréfagos y la
produccion de NO.
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4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Animales

Ratones hembras BALB/c de 7 semanas de edad, proporcionado por
el bioterio del CIR-UADY, fueron mantenidos en ciclo luz/oscuridad
12 h y con alimento y agua ad libitum. Los animales fueron
manejados de acuerdo a la Guia para el cuidado y uso de animales
de laboratorio (Institute of Laboratory Animal Resources, 1996).

4.2.2 Parasitos

Parasitos de L. mexicana LV4 (MNYC/B2/62/M379) fueron cultivados
a 25 °C en medio TC199 (Gibco, cat. 12350-039) suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB), 100 U/mL de penicilina, 100 ng/mL
de estreptomicina, 20 mM de piruvato de sodio, 10 mM de L-
glutamina y 50 puM de 2-mercaptoetanol. Los promastigotes
metaciclicos fueron lavados dos veces a 800 g por 10 min con medio
RPMI-1640 simple (Gibco, cat. 22400-089). Los parasitos se
contaron en camara de Thoma y se ajustaron a 1 x10” parasitos/mL.

4.2.3 Preparacion de macrofagos derivados de médula
osea

Los macréfagos fueron obtenidos cultivando in vitro progenitores de
médula o6sea de raton. Los ratones fueron sacrificados por
dislocacion cervical, se les extrajo el fémur, se deseché el exceso de
tejido en una caja de Petri utilizando medio RPMI-1640 y luego se
cortaron ambas epifisis del fémur. Con 1 mL de medio RPMI-1640 en
una jeringa de insulina se extrajo la médula 6sea por perfusion,
repitiéndose en varias ocasiones hasta observar limpio el fémur.
Para determinar la viabilidad de las células obtenidas se usé la
técnica de exclusién con azul de tripano en la camara de Neubauer.
Las células se cultivaron en caja de Petri de 90 mm (Sterilin) a una
densidad de 5 x 10° células/10 mL de medio DMEM suplementado
(Gibco, cat. 11965-092) al 20% de SFB y con penicilina (100 U/mL),
estreptomicina (100 g/mL), piruvato de sodio (20 mM), 2-
mercaptoetanol (50 upM) y L-glutamina (20 mM) y 15% del
sobrenadante de cultivos de células L929 que contiene el factor
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estimulante de colonias de macréfagos (CSF-M) a 37 °C en 5% de
CO, por 6 dias. Transcurrido este tiempo, se retird este medio y las
células no adheridas, y se les afadi® medio DMEM fresco, sin el
factor de crecimiento y se dejaron dos dias a 37 °C en CO.,.
Transcurrido este tiempo, las células fueron cosechadas enfriandolas
a 4 °C en RPMI-1640 simple durante 1 h, retiradas de la placa
mecanicamente con una jeringa de 10 mL y colectadas por
centrifugacion (10 min a 200 g, resuspendiéndose en 1 mL de RPMI-
1640 suplementado). Las células se ajustaron a una densidad de 1 x
10° /mL y 100 pL de la suspensién se sembraron en cada pozo
contenidos en placas de 24 pozos. Se incub6 2 h a 37 °C en 5% de
CO, con la finalidad de permitir la adherencia de las células.

4.2.4 Infeccion de macrofagos con promastigotes de L.
mexicana y tratados posinfeccion con el extracto hexanico
(TPZ-2a) o con (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol (TPZ-25d1).

Antes de la infeccion, los macréfagos se dejaron 1 h a 4 °C y se
desprendieron mecanicamente con una jeringa de 10 mL. Lo
colectado se centrifugd y las células se resuspendieron en 1 mL de
RPMI-1640 con 10% de SFB. Las células viables se contaron con
azul de tripano y se ajustaron a 1 x 10° células/mL RPMI-1640 con
10% de SFB (1 x 10° en portaobjeto de 13 mm de diametro). Se
anadieron 100 ulL/pozo y se dejaron adhiriendo por 2 h a 37 °C en
CO,.

Los promastigotes metaciclicos, obtenidos previo cultivo, fueron
lavados dos veces a 800 g por 10 min con medio RPMI-1640 simple
conteniendo antibiéticos y suplementos: penicilina (100 U/mL),
estreptomicina (100 g/mL), piruvato de sodio (20 mM), 2-
mercaptoetanol (50 uM) y L-glutamina (20 mM) y se resuspendieron
en 1 mL de RPMI-1640 completo (con antibidticos, suplementos y
con 20% de SFB). Después, se contaron en camara de Thoma y se
ajustaron a 3 x 107 parasitos/mL de RPMI-1640 con antibiéticos,
suplementos y 10% SFB, y de ahi se tomaron 100 pL para cada
pozo, resultando una relaciéon de infeccion 30:1. Se incubaron 2 h a
37 °C y 5% de CO,. Transcurrido este tiempo, los cultivos se lavaron
con RPMI-1640 para eliminar los parasitos no endocitados y las
células infectadas se trataron con seis diluciones diferentes de la
oxilipina (10, 3, 1, 0.3, 0.1 y 0.03 uM) y con cinco diluciones
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diferentes del extracto hexanico de 7. procumbens (30, 10, 3, 1,y 0.3
pg/mL) y como control se usaron células infectadas en RPMI-1640
suplementado (sin extracto o metabolito) y células infectadas en
0.5% de DMSO en RPMI-1640 suplementado (sin extracto o
metabolito). El ensayo se realiz6 por triplicado.

Las células se dejaron incubando por 24, 48 y 72 h posinfecciéon a 37
°C en 5% CO,. Trancurrido cada tiempo los cultivos se lavaron con
PBS y las placas se fijaron con metanol y se realizd la tinciéon con
Giemsa (Merck). La proporcion de los parasitos dentro de las células
y el niumero de células infectadas se cuantifico microscopicamente
contando un minimo de 200 células/portaobjeto. Para la
determinacion del porcentaje de células infectadas, se utilizo la
siguiente férmula:

% de células infectadas = Células infectadas x 100
Células totales contadas

4.2.5 Activacion de macrofagos con el extracto hexanico o
con (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol para la produccion de
NO

Macréfagos derivados de médula ésea (1 x 10°) fueron sembrados
en 100 uL de medio, en microplacas de 96 pozos e incubados a 37
°C, en 5% CO, durante 2 h para que se adhirieran. Transcurrido este
tiempo, se les agregé el extracto hexanico de T. procumbens a cinco
concentraciones diferentes, empezando con una concentracion de 30
pa/mL y realizando cuatro diluciones seriadas 1:3 (30, 10, 1, 3, 0.3
pg/mL) o de la oxilipina, empezando con una concentracion de 10 uM
y realizando cinco diluciones seriadas 1:3 (10, 3, 1, 0.3, 0.1, 0.03
pM). Se usaron cinco controles: macréfagos incubados con 10 U/mL
de IFN-y; macrofagos incubados con 10 ng/mL de LPS; macroéfagos
incubados con 10 U/mL de IFN-y y 10 ng/mL de LPS; macrofagos
incubados con medio RPMI-1640 suplementado y 0.5% de DMSO; y
macrofagos incubados sélo con medio RPMI-1640 suplementado. Se
dejaron los macréfagos incubando 48 h a 37 °C en 5% de CO, y
posteriormente se recolecté el sobrenadante y se determind la
produccion de nitritos mediante el ensayo de Griess.
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4.2.6 Bioensayo de citotoxicidad en macréfagos derivados
de médula 6sea

Para analizar el efecto toxico de los extractos y del compuesto sobre
los macréfagos derivados de médula ésea se llevo al cabo el método
descrito por Mosmann (1983), que consiste en un ensayo
colorimétrico empleando bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), en el cual el MTT (liquido de color amarillo) es
reducido por las deshidrogenasas mitocondriales de células
metabdlicamente activas y lo transforman a cristales de formazan
(azul obscuro). Los cristales de formazan se solubilizaron con un
detergente ionico, el dodecilsulfato de sodio (SDS) y se determiné la
cantidad de formazan en un fotocolorimetro expresada en densidad
optica (D.O.), siendo el numero de células activas metabolicamente
proporcional a la cantidad de formazan obtenido en el cultivo.

Los macréfagos se dejaron 1 h a 4 °C y luego se desprendieron
mecanicamente con una jeringa de 10 mL. Se centrifugé lo colectado
y las células se resuspendieron en 1 mL de RPMI-1640 con 10% de
SFB. Las células viables se contaron con azul de tripano y ajustaron
a 1 x 10° células/mL RPMI-1640 con 10% de SFB (1 x 10%pozo). Se
pusieron 100 pL de suspension/pozo en placas de 96 pozos y se
dejaron adhiriendo durante 2 h a 37 °C en CO.,.

Transcurrido este tiempo, se les agregd ya sea el extracto hexanico
de T. procumbens a una concentracion inicial de 30 pg/mL vy
realizando cuatro diluciones seriadas 1:3 (30, 10, 3, 1y 0.3 pg/mL), o
la oxilipina a seis concentraciones, realizando diluciones seriadas 1:3
partiendo de 10 uM (10, 3, 1, 0.3, 0.1 y 0.003 puM), usando como
control células en RPMI-1640 suplementado y células en 0.5% de
DMSO en RPMI-1640 suplementado El ensayo se realizé6 por
triplicado.

Se dejaron incubando 48 h a 37 °C, en 5% de CO,. Transcurrido este
tiempo, se colect6 el sobrenadante y se guardd a -20 °C. A las
células se les anadio 10 uL de MTT (10 mg/mL) en cada pozo y se
incubaron por 4 h a 37 °C en 5% de CO,. Posteriormente, se retird el
medio contenido en cada pozo, las células adheridas se lavaron con
PBS y se anadieron 100 uL de SDS al 20% en PBS (pH = 7.2, 0.15
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M) a cada pozo, para la disolucién de los cristales de formazan. La
lectura de la placa se realizé en un lector de ELISA a una densidad
optica (DO) de 540 nm. La citotoxicidad se reporté como porcentaje
de inhibicion de crecimiento celular (% ICC) y se determind de
acuerdo a la siguiente expresion:

% ICC =100 — [(DO muestra/ DO control) x 100]

4.2.7 Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos fueron normalizados respecto a los del
control negativo (medio RPMI-1640), siendo el control negativo, sin
tratamiento, el 100% en el caso del porcentaje de infeccion celular.
Partiendo de éste, se obtienen los demas porcentajes normalizados,
empleando la siguiente férmula:

% normalizado de cels infec de X compuesto = | % cels infec de X compuesto x 100
% cel infec del control sin tx

Los promedios de los grupos fueron comparados usando el analisis
estadistico t de student para muestras independientes. También se
utilizé el analisis de varianza (ANOVA) de una via (para la
comparacion de medias de 3 o0 mas grupos independientes) y el test
de comparacion Dunnet, para comparacién de todos los grupos con
el control negativo. Los valores de p < 0.05 fueron considerados
estadisticamente significativos. Los datos se analizaron mediante el
programa estadistico Graphpad Prism Software 4.

4.2.8 Ensayo antioxidante: Reduccion del radical DPPH

Este ensayo es autografico en CCD. Después de aplicar y eluir las
muestras con una mezcla de disolventes apropiada, se empleé como
agente revelador una soluciéon al 0.2% de DPPH (hidrato de 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo) en disolucion metandlica. Las placas
cromatograficas fueron calentadas con una pistola de aire, para
visualizar los metabolitos presentes, y fueron examinadas 24 h
después de haber sido reveladas. Los compuestos activos
aparecieron de color amarillo en un fondo purpura.
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La solucién de DPPH fue utilizada en fresco, en metanol y protegida
de la luz. Como control de la actividad antioxidante se usé vitamina C
(Sanchez-Medina et al., 2001). Las pruebas se realizaron por
duplicado para verificar los resultados.

4.2.9 Microscopia

Las fotografias digitales de las células tratadas y no tratadas, fijadas
y montadas fueron obtenidas usando una camara Samsung, modelo
Digimax A50/CYBER 500, 5 megapixels, 3x optical zoom, 2.5 Power
(Movie Clip) LTPS, LCD zoom 5.8-17.4 mm.
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4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Para determinar el efecto del extracto héxanico de T. procumbens
(TPZ-2a) sobre los macréfagos infectados con promastigotes
metaciclicos de L. mexicana (LV4), se realizaron tratamientos
posinfeccion con este extracto (30, 10, 3, 1y 0.3 ng/mL) por 24, 48 y
72 h. Como puede observarse en la figura 36, TPZ-2a present6 un
efecto leishmanicida, con una disminuciéon en el porcentaje de
infeccion de tipo dosis-tiempo respuesta. Sin embargo, a
concentraciones mas bajas no se observé efecto. Después de 72 h,
TPZ-2a aun presentd actividad en el porcentaje de inhibicion, a

concentraciones de 30, 10 y 3 pg/mL (Fig. 26).
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Figura 26. Porcentaje de infeccion (% inf) de macréfagos
derivados de médula 6sea con lf. mexicana, tratados posinfeccién
con TPZ-2a. Los macrofagos se infectaron con promastigotes de
L. mexicana en una relacion 30:1; posteriormente se lavaron y
dejaron incubando con TPZ-25d1 posinfeccion en cinco
concentraciones diferentes por 24, 48 y 72 h. CT) Control. Los
valores son medias + D.E. de dos experimentos por triplicado.
ANOVA (p < 0.0001) de una via seguido de test de comparacion
multiple de Dunnett. Las barras con * son estadisticamente
diferentes al control (CT).
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El NO forma parte de un proceso de produccién de metabolitos
toxicos para los parasitos, producido por el macrofago. Diferentes
extractos de plantas han demostrado este tipo de activacién, como el
extracto rico en polifenoles de Cocos nucifera L. (Mendonga-Filho et
al., 2004); los extractos de Plantago major (Tamez et al., 2001); el
extracto de ajo (Gamboa-Ledn et al., 2007); el aceite esencial rico en
linalool de Croton cajucara (Rosa et al., 2003); asi como el aceite
esencial rico en eugenol extraido de Ocimum gratissimum (Ueda-
Nakamura et al., 2006). La actividad leishmanicida que se encontro
en TPZ-2a podria ser debida a la activacion del macréfago para
inducir la produccion de NO.

Sin embargo, el extracto hexanico de T. procumbens (TPZ-2a) no
indujo la producciéon de NO, sino que se observé inhibiciéon de ésta
(Fig. 27). Asi como existen compuestos que activan la produccion de
NO, asi tambien hay compuestos que inhiben esta produccion. En la
literatura hay reportes de extractos de plantas que inhiben esta
produccién, como las reportadas en la medicina tradicional de Mali
(Ahua et al., 2007) y los extractos obtenidos de plantas de Brasil
(Napolitano et al., 2005). Resultados similares se han observado con
una fraccion obtenida de Tabernaemontana catharinensis (Costa
Soares et al., 2007). La inhibicién observada de NO puede deberse a
que T. procumbens tiene compuestos que poseen actividad
antioxidante (Nia et al., 2003). Esto se corrobor6 al observar
actividad antioxidante en este ensayo de los diferentes extractos de
T. procumbens, en comparacion con el control vitamina C (Fig. 28).

Asi, el extracto metandlico presentdé actividad antioxidante
comparada con el control; el extracto hexanico mostré en placa
diferentes compuestos con actividad antioxidante; y el extracto de
acetato de etilo fue el que presentd6 una mayor actividad, lo cual
puede deberse a la presencia de los flavonoides, ya que estos
metabolitos presentan importante actividad antioxidante (Martinez-
Flérez et al., 2002). Este tipo de metabolitos ha sido reportado en T.
procumbens (Yadava & Saurabh, 1998; Ali et al., 2001).

Al no haber induccién de la produccion de NO por los macréfagos, la

actividad encontrada en el extracto TPZ-2a podria ser debida a la
accion directa de este a los parasitos.

130



Nitritos (u M)

B) TPZ-2a + IFN-y

TPZ-2a + INF-g
2125- ’7 - —l

" - -
.E 75+ . ®
Z 504
Il
Otatgr T T T T T
Medio 30 10 3 1 03 Medio INF-g 30 10 3 1 03

Figura 27. Produccion de o6xido nitrico por macréfagos
derivados de médula o6sea activados, con diferentes
concentraciones de los extractos solos o en presencia de IFN-y.
Los macrofagos fueron tratados con TPZ-2a en presencia o
ausencia de IFN-y; posteriormente se determiné la cantidad de
nitritos por el ensayo de Griess. A) Produccién de 6xido nitrico
por macréfagos derivados de médula 6sea incubados con TPZ-
2a, durante 48 h. B) Produccién de éxido nitrico por macréfagos
derivados de médula 6sea incubados durante 48 h con TPZ-2a
+ IFN-y. Los datos graficados representan el promedio de
produccioén de nitritos + D.E. de un experimento por triplicado. El
asterico indica que son estadisticamente diferentes. Los valores
estan dados en pg/mL.
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Figura 28. Actividad antioxidante de los extractos de T. procumbens
y la oxilipina. Muestras eluidas en el sistema Hx-AcOEt (85:15) y
reveladas con DPPH, donde el carrii 1 representa el extracto
metandlico; carril 2, extracto hexanico, activo; carril 3, extracto
diclorometanico, con poca actividad; carril 4, extracto de acetato de
etilo, mostrando una fuerte actividad antioxidante; carril 5,
estigmasterol, con moderada actividad; carril 6, oxilipina, con una
actividad antioxidante bastante importante comparada con el control;
carril 7, vitamina C como control positivo. La actividad aparece como
manchas amarillo-blancuzcas contra un fondo purpura.

Diferentes estudios han mostrado que extractos de diferentes
especies de plantas han presentado actividad Ileishmanicida.
Extractos de plantas Bolivianas y de plantas Colombianas usadas
para el tratamiento de la leishmaniosis en la medicina tradicional de
esos paises, han mostrado importante actividad Ieishmanicida
(Fournet et al., 1994 y Weninger et al., 2001). La actividad
leishmanicida encontrada en este estudio del extracto TPZ-2a,
refuerza el uso de esta planta en la medicina tradicional maya, para
el tratamiento de la leishmaniosis (Caceres et al., 1998 y Berguer et
al., 1998).

Sin embargo, en otros reportes, la actividad leishmanicida
encontrada en los extractos de plantas es debida principalmente a la
alta citotoxicidad encontrada en las células de mamiferos, mas que a
la actividad contra el parasito (Camacho et al., 2003), por lo que es
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necesaria la realizaciéon de estudios citotéxicos para descartar este
efecto, en los extractos.

Se evaludé la fraccion hexanica de TPZ-2a obtenido de T.
procumbens. Este extracto no presentdé actividad citotoxica a
concentraciones de 30 pg/mL (Fig. 29). Esto podria deberse a una
saturacion en el sistema biolégico de la Leishmania, por lo que a
concentraciones mayores no existe efecto téxico, sino mas bien un
efecto proliferativo, estimulando la divisién celular de los macréfagos;
sin embargo, este efecto no es significativo. Los porcentajes de
inhibicion de crecimiento en el numero de macréfagos a las
concentraciones empleadas no fueron estadisticamente diferentes
respecto al control.
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Figura 29. La inhibicion del crecimiento celular de
macréfagos derivados de meédula 6sea se determind por el
método de MTT. Las células fueron tratadas con TPZ-2a a
diferentes concentraciones por 48 h. No existe diferencia
estadistica de los tratamientos confrespecto al control.

Esto resultados demuestran la actividad dosis-dependiente de TPZ-
2a, ya que a dosis mayores provoco una disminucion del porcentaje
de infeccion de los macréfagos por promastigotes, mientras que a
dosis menores la infeccién no disminuyé, ademas no se observaron
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efectos citotoxicos contra los macréfagos a las concentraciones
utilizadas (Fig. 26 y 29).

En la Figura 30 se observa el efecto del tratamiento a macréfagos
infectados con amastigotes con 30 pug/mL de TPZ-2a. Claramente se
puede ver una disminucion en el numero de amastigotes
internalizados en las vacuolas fagociticas.

A) Sin tratamiento B) Con TPZ-2a
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Figura 30. Macréfagos derivados de meédula ésea infectados con
amastigotes de L. mexicana LV4 y tefiidos con Giemsa. A) Cultivo
control, sin tratamiento, se pueden observar los amastigotes en el
interior de los macréfagos; B) Cultivo infectado con amastigotes, tratado
con 30 pg/mL de TPZ-2a.

Al observarse que el extracto hexanico disminuyd el porcentaje de
infeccién de los macrofagos, se decidié analizar la actividad de la
oxilipina (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol (TPZ-25d1) en amastigotes
intracelulares. Esta oxilipina fue aislada del extracto hexanico,
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demostrando este metabolito una actividad con una Clsy = 0.132
Hg/mL en el bioensayo de inhibicion de crecimiento de los
promastigotes de L. mexicana LV4.

Asi, los resultados de este bioensayo mostraron una disminuciéon en
el porcentaje de infeccidbn de macréfagos tratados con la oxilipina
TPZ-25d1, tipo dosis dependiente, a las concentraciones de 0.3, 1y
3 uM. Esta actividad permanece aun después de 72 h (Fig. 31).
Estos resultados fueron muy similares a los resultados obtenidos con
la anfotericina B, la cual presentd disminucién en el porcentaje de
macrofagos infectados a las concentraciones de 0.25, 0.5 y 0.75 uM,
observandose que la actividad también permanece después de 72 h.

a)24h b)72h

Macréfagos infectados (%)
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Figura 31. Efecto de la oxilipina TPZ-25d1 y la anfotericina B contra los
amastigotes intracelulares. Los macréfagos fueron infectados con
promastigotes de L. mexicana LV4, tratados a diferentes concentraciones
de la oxilipina e incubados a) 24 y b) 72 h. El porcentaje de macréfagos fue
calculado. Los datos son las medias y el error estandar (n = 3). El asterisco
indica que hay diferencia S|gn|f|cat|va entre el control (medio) y el
tratamiento (*P < 0.05). t

Los resultados indicaron una importante disminucién en el porcentaje
de infeccién a las concentraciones de 0.3, 1 y 3 uM de la oxilipina,
tanto a las 24 como a las 72 h (Fig. 31) comparable al control
anfotericina B. Sin embargo, a concentraciones menores TPZ-25d1
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no presentd diferencia en el porcentaje de infeccion de los
tratamientos y los controles (medio y DMSO).

Se puede observar que el disolvente utilizado (DMSO) no influyé en
el porcentaje de inhibicion, ya que los resultados son comparables a
los obtenidos con el medio sin oxilipina. A bajas concentraciones de
la oxilipina ya no se observo el efecto inhibitorio, siendo la actividad
de tipo dosis-tiempo respuesta. Este tipo de respuesta también se ha
observado en el compuesto nerolidol, aunque las concentraciones
utilizadas fueron muy superiores a las utilizadas en este estudio (50,
75 y 100 pM), reportandose un 95% de reduccién de macrofagos
infectados con L. amazonensis, a 100 uM. Las concentraciones
citotoxicas del 50% fueron de 126 y de 135 pM, contra macréfagos
J774.A1 y contra celulas fibroblasticas humanas, al ser tratadas con
nerolidol (Arruda et al., 2005).

En la figura 32 se muestra una micrografia de los macréfagos
infectados, tratados con la oxilipina en comparaciéon con los no
tratados. En ella se puede notar la disminucién en la infeccion
ocasionada por el tratamiento con la oxilipina.
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A) Macroéfagos tratados con oxilipina (3 uM)  B) No tratados.

Figura 32. Macrofagos infectados con L. mexicana. Los macréfagos
fueron obtenidos e infectados con L. mexicana como se describe en la
seccion de Materiales y Métodos. (A) Células tratadas con oxilipina; B)
células no tratadas. La fotografia digital fue obtenida con células fijadas

como se describe en el texto. Magnificacion 100%.

El unico reporte de compuestos poliacetilénicos tipo falcarinol con
actividad leishmanicida es el de Senn y colaboradores (2007), donde
el compuesto 8-hidroxiheptadeca-1-eno-4,6-diyn-3-il-acetato
presentdé una importante actividad contra amastigotes intracelulares
con Clso=0.32 uM a las 96 h, comparable a los valores de Clsy de la
oxilipina (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol, que fueron de 0.49 uM, a las
24 h, y de 0.23 uM a las 72 h de incubacién.

137




OH

G

7z
p o

O
o)\
8-hidroxiheptadeca-1-eno-4,6-diyn-3-il-acetato

=

(3S)-16,17-dideshidrofalcarinol

El efecto citotéxico de la oxilipina TPZ-25d1 contra los macréfagos
solamente se observé a concentraciones mayores de 10 uM,
mientras que a concentraciones menores se observo un efecto
mitogénico, ya que hay estimulacién en el crecimiento del macréfago.
Las células tratadas con 10 uM de oxilipina se observaron dafadas
(figura no mostrada). Sin embargo, se observé a concentraciones
menores una disminucién en el nimero de macroéfagos infectados
con parasitos (Figs. 31y 32)
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Figura 33. Inhibicién del crecimiento celular (%ICC) de
macréfagos derivados de médula ésea. Las células fueron
tratadas con TPZ-25d1 con diferentes concentraciones por 48
h. El asterisco indica diferencia significativa entre el control
(CT) y los macrofagos tratados con oxilipina a la
concentracion de 10 uM (prueba de t de student, p < 0.05). La
inhibiciéon se determino por MTT.

Asimismo, en el bioensayo se pudo observar que con diferentes
concentraciones de TPZ-25d1 no aumentd la producciéon de o6xido
nitrico por macréfagos derivados de médula 6sea activados, sino al
contrario, la oxilipina provoc6 una reducciéon del mismo, sin importar
la presencia del activador INF-y. (Fig. 34). Otros poliacetilenos como
el falcarinol y el falcarindiol también mostraron ser inhibidores de la
produccion de NO por los macrofagos peritoneales de ratéon
(Yoshikawa et al., 2006). Al igual que lo ocurrido con el extracto
hexanico, esto podria deberse a la actividad antioxidante que
presenté este compuesto (Fig 28). p
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Figura 34. Efecto de diferentes concentraciones de la oxilipina en la
produccion de NO por los macréfagos. Los macréfagos fueron
cultivados por 48 h en presencia de diferentes concentraciones de la
oxilipina e IFN-y. La produccion de NO en el supernadante celular
fue deteminada por la reaccion de Griess. LPS = Lipopolisacarido.
Los datos son las medias y el error estandar (n = 3). Los resultados
fueron significativos con *P < 0.05. Control negativo: sulféxido de
dimetilo (DMSO).

4.4 CONCLUSIONES

Se observo que tanto el extracto héxanico (TPZ-2a) y el compuesto
(3S)-16,17-dideshidrofalcarinol, obtenidos de T. procumbens,
disminuyeron el porcentaje de macrofagos infectados con
amastigotes de L. mexicana, ambos tratamientos fueron
independientes de la activacion del macréfago para la produccion de
NO, ya que no hubo produccién del mismo, sino hubo una reduccion.
Ademas, no se observaron efectos citotoxicos contra los macroéfagos
a las concentraciones leishmanicidas. Es posible que el efecto
principal de la actividad leishmanicida de este compuesto sea la
accion directa a los amastigotes, tal como la accién inhibitoria contra
promastigotes, sin embargo es necesaria la realizacién de otras
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pruebas, como la observacion de los mismos en el microscopio
electronico para observar si se presentan darfios a nivel celular,
especificamente en la membrana o en algun organelo. Debido a que
s6lo existe un reporte previo de poliacetiienos con actividad
leishmanicida (Senn et al., 2007), estos metabolitos representan un
nuevo tipo de estructuras activas contra Leishmania.

o,
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Capitulo 5

Diferentes actividades antiprotozoarias de Tridax
procumbens

5.1 INTRODUCCION

Los extractos y el compuesto (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol
obtenidos de T. procumbens mostraron actividad leishmanicida
importante, tanto contra los promastigotes y amastigotes
intracelulares de L. mexicana, sin presentar actividad citotoxica a las
concentraciones leishmanicidas. Reportes de metabolitos que han
presentado actividad leishmanicida también han presentado actividad
contra otros protozoarios (Muhammad et al., 2003; Salem &
Werbovetz, 2005; 2006; Shima et al., 2005 y Senn et al., 2007). T.
procumbens es utilizada en la medicina tradicional maya para el
tratamiento contra diferentes protozoarios, ya sea aplicada de
manera oral o localmente (Caceres et al., 1998 y Berguer et al.,
1998).

Peraza-Sanchez y colaboradores (2005; 2007) reportaron que el
extracto metandlico de T. procumbens presentaba importantes
actividades contra L. mexicana y contra Giardia lamblia, agente
causante de una enfermedad gastrointestinal conocida como
giardiasis. Por otro lado, Caceres (1998) y Berger (1998) reportaron
que T. procumbens presentaba actividad contra T. cruzi, agente
causal del mal de Chagas.

Los géneros Trypanosoma y Leishmania pertenecen a la familia
Tripanosomatidae, por lo que es posible que ambos compartan
ciertos sitios de accién en comun (Bringaud et al., 2006; Nowicki &
Cazzulo, 2007), por lo cual un extracto o compuesto que sea activo
contra un género, es probable que también lo sea contra el otro.
Weniger y colaboradores en 2001 reportaron plantas colombianas
con estas actividades. Se ha reportado que la diospirina y sus
derivados presentan importante actividad contra ambos géneros
(Yardley et al., 1996) y también ciertas chalconas sintetizadas han
presentado resultados similares (Lunardi et al., 2003). Por lo anterior,
se decidid evaluar los extractos y el metabolito TPZ-25d1 aislado de
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T. procumbens (activos contra L. mexicana) contra los epimastigotes
de T. cruzi.

Al mismo tiempo, con base en reportes previos sobre la actividad
giardicida del extracto metandlico de T. procumbens se decidi6
evaluar este extracto, sus fracciones y los metabolitos puros
obtenidos en el bioensayo de inhibicién de crecimiento contra los
trofozoitos de G. lamblia, Entamoeba histolytica y Trichomonas
vaginalis, ya que son organismos amitocondriales y podrian compatir
la misma actividad.

Se sabe que existe variabilidad y, por lo mismo, susceptibilidad entre
diferentes cepas, por lo que se decidi®é analizar también si los
extractos y la oxilipina conservan actividad antiprotozoaria contra
cepas de L. mexicana diferentes a LV4. Asimismo, los extractos
activos se probaron contra diferentes especies de Leishmania, para
observar la variabilidad de la actividad entre ellas.

Todo esto fue realizado para saber si los extractos y el compuesto
activo de T. procumbens contra L. mexicana LV4, podrian tambien
presentar actividad contra diferentes especies de Leishmania y
contra otros parasitos.

5.2 MATERIALES Y METODOS

5.2.1 Inhibicion del crecimiento de promastigotes de
Leishmania mexicana

Este bioensayo se realizdé basandose en los métodos reportados por
Mufoz et al. (1994) e Inchausti et al. (1997). Los promastigotes de
Leishmania mexicana (cepa MHOM/MX/841SETGS) fueron
cultivados a 28 °C en medio Schneider suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB) (Sigma), penicilina (100 Ul/mL),
estreptomicina (100 pg/mL), CaCl, (0.6 mg/mL) y NaHCO; (0.4
mg/mL). Los extractos y/o fracciones evaluadas se disolvieron en
DMSO vy se diluyeron con medio liquido a una concentracién de 400
pug/mL. Los parasitos en fase de crecimiento logaritmico fueron
distribuidos en microplacas de 96 pozos (Costar) a concentraciones
de 1 x 10* paréasitos/100 pL y combinados con 100 uL de la solucién
del extracto o fraccion a evaluar. Las evaluaciones se realizaron por
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triplicado a concentraciones de 200, 100 y 50 pg/mL. Como control
positivo se utilizd pentamidina en una concentracion de 20 ug/mL,;
como control negativo, parasitos sin la aplicacién del extracto; y
como blanco, parasitos en medio de cultivo con DMSO al 0.5%. Las
placas se incubaron a 28 °C por 72 h y la actividad de las muestras
evaluadas se determind por observacion directa del pozo en un
microscopio de fase invertida. La medicién cualitativa de la actividad
se realizé de la siguiente manera:

0 parasitos con movimiento igual al control

+ parasitos moviles y algunos muertos

++ parasitos con ligero movimiento, la mayoria inméviles

T todos los parasitos muertos, actividad igual a la
pentamidina

A aquellos extractos y compuestos que presentaron actividad se les
obtuvo sus Cls, por medio del analisis Probit.

5.2.2 Inhibicion del crecimiento de epimastigotes de T.
cruzi

La inhibicion de crecimiento de los epimastigotes fue realizada
siguiendo una modificacion del método descrito por Hocquemiller y
colaboradores  (1991). Los epimastigotes de T. cruzi
(MHOM/MX/1994/INC5) fueron cultivados a 26 °C en medio
Schneider’'s drosophila (Sigma), suplementado con 10% de SBF
(Gibco), penicilina (100 IU/mL; Sigma) y estreptomicina (100 ug/mL;
Sigma). Los biensayos fueron realizados en placas de 96 pozos y
todos los extractos y compuestos fueron evaluados por duplicado.
Los compuestos fueron solubilizados en DMSO (Omnisolv) y diluidos
con medio liquido. Se mezclaron 100 pL de una disolucion de los
extractos o de los compuestos y de 100 uL de medio de cultivo
conteniendo 20,000 parasitos. Se ¢btuvieron concentraciones de
100, 50, 25 y 12.5 pg/mL y como control positivo se utilizé Nifurtimox.
Un control, conteniendo sélo parasitos, y otro, con DMSO fueron
también incluidos. Los pozos fueron incubados a 26 °C durante 72 h
y la actividad tripanocida de los extractos y compuestos fue
determinada por conteo directo de los parasitos en una camara de
Neubauer. El Cls, fue determinado usando el analisis Probit.
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5.2.3 Ensayo de viabilidad celular de L. major, L. aethiopica
y L. tropica con MTS

Este bioensayo fue realizado por el método reportado por Ganguly et
al. (2006), optimizado para tres lineas de Leishmania [L. tropica (OD,
MHOM/SU/58/0D), L. aethiopica (L100 NHOM/ET/72/L11) y L. major
(5ASKH, MHOM/SU/73/5ASKH)] (Getti et al., 2008).

5.2.4 Inhibicion del crecimiento de trofozoitos de Giardia
lamblia

El bioensayo in vitro de susceptibilidad de Giardia lamblia fue
realizado siguiendo la metodologia descrita por Cedillo et al. (1992).

Se utilizd el microorganismo G. lamblia, cepa IMSS:0696:1 en fase
logaritmica de crecimiento. El extracto fue disuelto en DMSO. Se
realizaron alicuotas con las muestras a concentraciones de 2.5, 25,
50, 100, 150 y 200 pg/mL, se transfirieron a seis tubos para
microcentrifuga de 1.5 mL c/u, se adicion6 a cada tubo el medio de
cultivo Diamond TYI1-S-33 modificado por Keyster para G. lamblia y el
inéculo de 75,000 trofozoitos de G. lamblia y los tubos se incubaron
por 48 h a 37 °C. Pasado este tiempo, se tomé una alicuota de 50 uL
de cada tubo, se inoculé en un nuevo tubo con medio fresco, ya sin
extracto, y se incub6 por otras 48 h, al cabo de las cuales se
determind la cuenta total de trofozoitos de cada tubo en una camara
de Neubauer. Como controles negativos se emplearon trofozoitos
incubados unicamente con DMSO. Se calcularon los porcentajes de
inhibicién del crecimiento de los trofozoitos, comparandolos con los
controles y se determinaron las concentraciones inhibitorias del 50%
(Cls) por medio de un analisis Probit.

5.2.5 Inhibicion del crecimiento de trofozoitos de
Trichomonas vaginalis

5.2.5.1 Parasitos

Trichomonas vaginalis cepa GT3 fue usada en todos los
experimentos. Los trofozoitos de T. vaginalis fueron mantenidos en
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medio TYI-S-33 suplementado con SBF al 10%. Para los bioensayos,
los trofozoitos fueron mantenidos axénicamente y empleados en la
fase logaritmica de crecimiento.

5.2.5.2 Bioensayo in vitro de susceptibilidad

Este bioensayo fue realizado usando subcultivos del método descrito
previamente por Cedillo-Rivera et al., 2002. Los extractos fueron
disueltos en 1 mL de DMSO y fueron adicionados en microtubos
conteniendo 1.5 mL de medio; las concentraciones utilizadas fueron
de 1.6, 3.3, 6.6 y 13.3 pg/mL. Las disoluciones se prepararon con
trofozoitos de T. vaginalis con un inéculo de 4 x 10* trofozoitos/mL, e
incubados durante 48 h a 37 °C. Se utiliz6 como control positivo
metronidazol; como control negativo, el medio de cultivo, trofozoitos
y DMSO; y como control blanco sélo medio. Después de incubarse,
los trofozoitos fueron desprendidos de los microtubos por
congelacion y las muestras de cada tubo fueron subcultivadas en
medio fresco por otras 48 h, ya sea sin drogas antiprotozoarias o con
los extractos. El numero final de parasitos fue determinado por medio
de un hematocitémetro y la inhibicion de la concentracion al 50%
(Clsp) fue calculado por medio de un analisis Probit. Los
experimentos fueron realizados de manera duplicada y repetidos en
tres ocasiones.

El bioensayo con Entamoeba histolytica, cepa HM1-IMSS, fue
realizado de la misma manera que el anterior.

Los ensayos se realizaron por duplicado y se repetieron tres veces.
El Clso fue determinado usando el analisis Probit

5.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Al realizar los bioensayos contra L mexiéana MHOM/MX/841SETGS
y T. cruzi, se pudo observar que el extracto crudo presenté actividad
contra ambos parasitos, aunque la actividad fue mayor contra L.
mexicana (un extracto crudo se considera activo cuando tiene un Cls
<100 pg/mL). Al realizar la particién y obtener los extractos no polar,
de polaridad media y polaridad media-alta, la fraccién no polar
presentd la actividad mas alta contra ambos parasitos, pero se
observé una mayor actividad contra T. cruzi, con un Clso = 1.85
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ug/mL, la cual es comparable a los controles utilizados, nifurtimox y
benznidazol, con Cls, de 1.54 y 2.90 ng/mL, respectivamente
(Cuadro 12). Si se toma en cuenta que un extracto obtenido por
medio de una particion se considera activo cuando su Clsy < 50
pug/mL, entonces los extractos de polaridad media y media-alta no
son activos contra L. mexicana, aunque si se consideran activos
contra T. cruzi, por lo que deben tener metabolitos selectivos contra
este parasito.

Cuadro 12. Bioensayos de la actividad contra los promastigotes de L.
mexicana (MHOM/MX/84/ISETGS) y contra los epimastigotes de T. cruzi
de los extractos de T. procumbens.

Extracto, Actividad contra Actividad contra
Farmaco promastigotes de L. epimastigotes de T.
mexicana cruzi
(MHOM/MX/841SETGS) (MHOM/MX/1994/INC
Clso (1g/mL) 5)
Clso (ng/mL)
TPZ-1 Ext MeOH 3 17.83
(Crudo)
TPZ-2a Ext Hx 18 1.85
(No polar)
TPZ-2b Ext 126 15.07
CH,Cl,
(Polaridad
media)
TPZ-2c AcOEt 295 44.75
(Mediana-alta)
Pentamidina 0.451
Anfotericina B 0.149
Nifurtimox 1.54
Benznidazol 2.90

En las evaluaciones realizadas con diferentes especies de
Leishmania se obtuvo, como se esperaba, una mayor actividad
leishmanicida con el extracto no polar TPZ-2a obtenido de T.
procumbens, ya que se observdé un bajo porcentaje de células
viables de las especies de Leishmania, especialmente L. aethiopica
(Cuadro 13), con una concentraciéon de 5 ug/mL, con una DLs, = 18.5
png/mL contra los promastigotes de esta especie.
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Cuadro 13. Porcentaje de inhibicidon contra promastigotes de Leishmania
spp. de los extractos obtenidos de T. procumbens.

Extracto L. tropica L. major L. aethiopica
TPZ-1 56.97 21.86 78.94
TPZ-2a 86.46 74.70 92.13
TPZ-2b 68.45 29.96 78.70

Como se puede observar en el Cuadro 13, hay una diferencia en la
actividad leishmanicida de una cepa a otra, lo cual puede deberse a
que los metabolitos responsables de la actividad sean especificos
para una cepa en particular.

Debido a que el promastigote es la forma infectante del parasito, la
prueba con promastigotes solamente tiene un valor indicativo de la
posible actividad leishmanicida de los metabolitos evaluados. Por
esta razon, la evaluacion antes mencionada debe ser
complementada con la evaluacion de los amastigotes.

Por lo tanto, al ser TPZ-2a la fraccibn mas activa contra los
promastigotes de diferentes especies de Leishmania, fue evaluada la
actividad contra amastigotes axénicos de L. aethiopica, obteniéndose
un DLso = 95.2 ng/mL. Este extracto redujo el porcentaje de infeccion
en una linea celular de macréfagos derivados de monocitos (THP-1)
preinfectados con L. aethiopica, sin una importante disminucion en el
numero de estas células, en una concentracion de 5 ug/mL (Fig. 35).

Por el resultado anterior, se considera que este extracto representa
una importante fuente de metabolitos activos contra diferentes
especies de Leishmania. Existen pocos reportes de metabolitos que
presentan actividades contra diferentes especies de Leishmania,
entre ellos se encuentran el terpeno nerolidol, activo contra los
promastigotes de L. amazonensis, L. braziliensis y L. chagasi (Arruda
et al., 2005), y los alcaloides inopiha, criptodorina, nornantenina y
nornuciferina, activos contra L. mexicana y L. panamensis
(Montenegro et al., 2003).

151



80 -

5.0
75-| A B
70 - I 45/
1
65 - T
-y 40 l
55 - 35t
50 -
45 - 3.0}
i 25}
35 -
30 - 20
25 -
15}
20 -
15 - 1.0
10 -
0.5}
5 -
THP-1 + THP-1 + L100 + TPZ-2a 0 - THP-1 +L100 THP-1+ L100 + TPZ-2a

Figura 35. A) Porcentaje de células infectadas con L. aethiopica
(L100). La barra blanca indica el grupo de células THP-1 sin tratar,
comparado con las tratadas con TPZ-2a, barra gris. B) Numero total
de células THP-1, la barra blanca indica las células no tratadas con
respecto a las tratadas con TPZ-2a, barra gris. Se puede observar
que existe una notable disminucion en el porcentaje de células THP-1
infectadas, al ser tratadas con la fraccién TPZ-2a, sin efectos tdxicos
importantes contra estas células.
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La oxilipina (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol  (TPZ-25d1),
obtenida de T. procumbens y activa contra L. mexicana LV4,
fue probada contra la cepa de promastigotes de L mexicana y
contra los epimastigotes de T. cruzi, dando como resultado que
este compuesto es activo contra ambos parasitos,
comparandolo con sus respectivos controles (Cuadro 14). El
ICso de TPZ-25d1 contra los promastigotes de L. mexicana
(MHOM/MX/841SETGS) fue de 0.478 pg/mL el cual es
comparable al ICs, de la pentamidina, que fue de 0.451 pg/mL.
Mientras que el ICso de TPZ-25d1 contra los epimastigotes de
T. cruzi fue de 3.03 pg/mL, comparable al control benznidazol
con un ICsp = 2.90 pg/mL.

Cuadro 14. Bioensayos de la actividad contra promastigotes de L.
mexicana (MHOM/MX/84/ISETGS) y contra epimastigotes de T.
cruzi del compuesto TPZ-25d1 aislado de T. procumbens.

Compuesto/ Promastigotes de L. Epimastigotes de
Farmaco mexicana Cls, (pg/mL) T. cruzi Cls
(pg/mL)
TPZ-25d1 0.478 3.03
Pentamidina 0.451
Anfotericina B 0.149
Nifurtimox 1.54
Benznidazol 2.90

Los bioensayos realizados con los extractos y los compuestos
puros contra los diferentes parasitos amitocondriales arrojaron los
resultados que se observan en el cuadro 15.
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Cuadro 15. Actividad biolégica de los extractos, fracciones vy
compuestos puros aislados de Tridax procumbens expresada como Cls,

(Hg/mL).
Extracto, Fraccion, G. lamblia T. vaginalis  E. histolytica

Farmaco
TPZ-1 (Fraccion 7.10 6.005 2.4
MeOH)
TPZ-2a (Fraccién 6.86 2.936 36.796
HXx)
TPZ-2b (Fraccion SA 20.235 35.099
CH,Cly)
TPZ-2c (Fraccién SA 3.019 15.456
AcOEt)
TPZ-25d1 4.62 NE NE
Estigmasterol/p- SA NE NE
Sitosterol
Acido Palmitico 12.57 NE NE
Metronidazol 0.22 0.049 0.132

SA = sin actividad; NE = no evaluado.

Los resultados indican que el extracto metandlico de T. procumbens
presenté una actividad significativa contra los parasitos anaerdbicos
amitocondriales. Nuevamente se puede observar que el extracto
hexanico es el que obtuvo actividad contra los diferentes parasitos,
aunque el extracto de acetato de etilo tuvo también una importante
actividad contra T. vaginalis y contra E. histolytica, pero no contra G.
lamblia (Cuadro 15). Estos resultados indicaron que los metabolitos
activos antiprotozoarios de T. procumbens se encuentran distribuidos
en extractos de diferente polaridad.

Al ser evaluados el estigmasterol y el acido palmitico, aislados e
identificados de la fraccion activa (TPZ-2a), de T. procumbens contra
G. lamblia, solamente el acido palmitico presenté actividad con un
Clsp = 12.57 ng/mL; sin embargo, al compararlo con los valores del
metronidazol (Cls; = 0.22 pg/mL), el medicamento usado como
control, se observa que la actividad es ligera (Cuadro 14).

La oxilipina (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol activa contra L. mexicana

y T. cruzi mostré una mediana actividad contra G. lambia (Clsy = 4.62
ug/ml), lo cual podria indicar que este compuesto es mas selectivo
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contra parasitos emparentados con Leishmania, tal como T. cruzi, ya
que ambos pertenecen a la misma familia Trypanosomatidae. Lo
mas probable es que existan otros compuestos activos contra G.
lamblia, los cuales no han sido aislados, o que exista un sinergismo.
En los resultados reportados por Arrieta y colaboradores (2001),
donde el extracto metandlico presento actividad contra los trofozoitos
de E. histolytica (Clsg = 3.5 pg/mL), los metabolitos aislados de este
extracto no presentaron actividad o tuvieron una actividad muy leve,
siendo la asarinina la mas activa con un Cls, = 20 ug/mL (Arrieta et
al., 2001). Al no presentar la oxilipina, el estigmasterol y el acido
palmitico una importante actividad, comparable al control,
metronidazol, no se realizaron los ensayos contra T. vaginalis y E.
histolytica.

5.4 CONCLUSIONES

Los extractos obtenidos de T. procumbens presentaron importantes
actividades contra los diferentes protozoarios, por lo que esta planta
representa una importante fuente de metabolitos con actividad
antiprotozoaria. Los metabolitos acido palmitico y la oxilipina (3S)-
16,17-dideshidrofalcarinol, obtenidos de T. procumbens, presentaron
actividad antiprotozoaria, siendo ambos medianamente activos
contra G. lambia, mientras que la oxilipina presentd importante
actividad contra T. cruzi, aunque fue mas activa contra L. mexicana.

Parte de este capitulo fue publicado como Martin-Quintal et al., In
vitro activity of Tridax procumbens against promastigotes of
Leishmania mexicana. J. Ethnopharmacol. (2009),
doi:10.1016/).jep.2009.01.037
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Capitulo 6

Conclusiones generales y perspectivas

6.1 Conclusiones generales

En este trabajo se estudié el extracto metandlico de la planta
Tridax procumbens L., el cual demostré una importante actividad
antiprotozoaria, especificamente contra la leishmaniosis,
tripanosomiasis, giardiasis, amibiasis y trichomoniasis, lo cual es una
confirmacion de los usos reportados de esta planta en la medicina
tradicional.

La fraccion hexanica activa resultante de la particién
cromatografica del extracto metandlico, fue purificada hasta obtener
el metabolito (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol, el cual pertenece al
grupo de las oxilipinas, los cuales son compuestos oxigenados
biosintetizados a partir de acidos grasos. Este compuesto demostré
una importante actividad leishmanicida, a pesar de que se encuentra
en bajas concentraciones. Este tipo de metabolitos presentan
importantes, diferentes y potentes actividades. Este metabolito
también presenté actividad contra los amastigotes intracelulares, los
cuales son el estadio en el que se encuentran en los mamiferos,
observandose una notable disminucién en el porcentaje de infeccion
de macréfagos tratados con este compuesto, sin efectos citotoxicos a
la concentracién leishmanicida. Por otro lado, se pudo observar que
la produccion de o6xido nitrico (NO) por macrofagos derivados de
médula 6sea activados con diferentes concentraciones de (39S)-
16,17-dideshidrofalcarinol, no se llev<_5 al cabo, sin importar la
presencia de activadores LPS e INF-y. Egtos resultados sugieren que
la actividad leishmanicida del compuesto es independiente de la
activaciéon del macréfago para la produccion de NO. Es posible que
el efecto principal de la actividad leishmanicida sea la accion directa
a los amastigotes. Sin embargo, es necesaria la realizacion de otras
pruebas.

Los resultados obtenidos indican que la actividad de (3S)-
16,17-dideshidrofalcarinol, es mas efectiva en los protozoarios
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pertenecientes a la familia Trypanosomatidae, que a los protozoarios
amitocondriales, por lo tanto esta importante actividad detectada en
este planta contra otros protozoarios es debida a la presencia de
otros metabolitos que se encuentran en T. procumbens.

El compuesto (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol representa un
grupo nuevo de metabolitos con importante actividad leishmanicida.

6.2 Perspectivas

El presento trabajo dio como resultado la purificacion del
metabolito responsable de la actividad leishmanicida de T.
procumbens, con una baja citotoxicidad. Sin embargo, es necesaria
la realizacion de mas bioensayos para poder descartar la actividad
citotdxica, asi como ensayos in vivo y de toxicidad en ratones.

Al mismo tiempo, debido al bajo rendimiento del metabolito,
seria interesante llevar al cabo la sintesis del mismo, lo que permitira
realizar ensayos leishmanicidas in vivo, asi como también llevar al
cabo estudios de relacion estructura-actividad y otros que permitan
elucidar el mecanimo de accién del compuesto.

Debido a que no se aislaron los metabolitos responsables de
la actividad contra los protozoarios amitocondriales (G. lamblia, E.
histolytica y T. vaginalis), es necesario la busqueda de los mismos.

T. procumbens representa una importante fuente de

metabolitos con diferentes actividades, por lo que el estudio a futuro
de esta especie es necesario.

160



Anexo

Los extractos de Tridax procumbens presentan una
importante actividad antiprotozoaria y no citotoxica.

El extracto crudo metandlico fue activo contra promastigotes
de Leishmania mexicana MHOM/MX/84/ISETGS con un Cls
= 3 ug/mL y contra L. mexicana LV4 con un Cls, = 16.52
ug/mL.

De las fracciones obtenidas de la particion del extracto
metandlico utilizando disolventes de polaridad creciente, la
fraccion de baja polaridad (hexanica) fue la mas activa contra
las dos cepas de L. mexicana.

Se aisl6 wuna oxilipina conocida como (3S5)-16,17-
dideshidrofalcarinol con una marcada actividad leishmanicida
contra los promastigotes de L. mexicana
MHOM/MX/84/ISETGS, con una Cls = 0.478 pg/mL
comparable con la de la pentamidina (Clso = 0.451 pg/mL), y
con un Clso = 0.132 pg/mL contra L. mexicana LV4.

Al ser analizada la oxilipina (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol en
el bioensayo para citotoxicidad contra células MDCK, mostré
un Clsp = 14.012 ng/mL, mientras que la anfotericina B
presentd un Cls, = 6.584 ng/mL, revelando esta ultima una
mayor citotoxicidad.

La oxilipina mostr6 una actividad poco toxica contra las
células adherentes, siendo necesaria una dosis 1,000 veces
mayor -que la requerida para inhibir el 50% de los
promastigotes de L. mexicana (Clsy, = 478.63 pg/mL),
indicando claramente que este compuesto es responsable de
la actividad lesihmanicida, es decir, es especifico y no téxico
no selectivo. .

La oxilipina redujo el porcentaje de infeccion de los
macroéfagos derivados de médula 6sea de raton infectados.

La oxilipina es uno de los metabolitos, sino el unico,
responsable de la actividad leishmanicida detectada en el
extracto crudo de T. procumbens.

La oxilipina no estimula la produccién de éxido nitrico para la
eliminacién de los parasitos, por lo que no hay activacion del
macroéfago, es decir la actividad podria ser de manera directa.
La oxilipina presenta actividad antioxidante, lo cual podria ser

161



la causa de la inhibicion de la produccion de NO.

La oxilipina presentd una importante actividad contra la familia
Trypanosomatidae, ya que fue activa contra los epimastigotes
de Trypanosoma cruzi.

En la purificacién del extracto hexanico de T. procumbens
también se obtuvieron otros metabolitos conocidos, y ya
reportados en esta especie: la mezcla estigmasterol-f3-
sitosterol y acido palmitico, los cuales no fueron activos en el
bioensayo leishmanicida.

La oxilipina y el acido palmitico presentaron una ligera
actividad contra los trofozoitos de G. lamblia.
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