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RESUMEN

La leishmaniosis cutdnea localizada (LCL), causada por Leishmania (Leishmania)
mexicana, se caracteriza por la aparicibn de una Ulcera de evolucién cronica que deja
cicatrices desfigurantes. El tratamiento actual en la peninsula de Yucatan consiste en la
inyeccion de antimoniato de meglumina (Glucantime®), el cual es téxico, costoso y con
efectos adversos. Aunque en el 100% de los pacientes resuelve la lesion, la cura es clinica,
pero no parasitolégica. Una alternativa para tratar la LCL es el empleo de plantas
medicinales como Tridax procumbens, la cual ha mostrado actividad in vitro contra
promastigotes de L. (L.) mexicana. Este efecto se asocié al compuesto (3S)-16,17-
dideshidrofalcarinol, una oxilipina tipo acetilénica C17. Asimismo, se ha comprobado la
actividad inmunomoduladora del extracto de Allium sativum, la cual evit6 el progreso de la
lesion causada por L. (L.) mexicana. En el presente estudio se evalud in vivo el extracto
metandlico de T. procumbens (raiz) y el compuesto oxilipina, en combinacion con el extracto
acuoso de A. sativum como una cura alternativa para la LCL. Para ello, en la primera fase
del estudio, se probaron diferentes dosis de cada uno de los tratamientos, con el objetivo
de establecer la dosis terapéutica. Con base en los resultados obtenidos, en la segunda
fase, se analizaron las dosis efectivas de los tratamientos, asi como sus combinaciones. Se
incluy6, ademas, un grupo control positivo al que se le administré Glucantime®. Finalizada
esta etapa, se procedi6 a la eutanasia de los roedores y posterior toma de muestras para
cuantificar carga parasitaria, evaluar los cambios histol6gicos y analizar la expresion de
IFN-y asociada a la administraciéon de los tratamientos. La dosis terapéutica fue establecida,
T. procumbens (40 mg/Kg/dia), A. sativum (20 mg/Kg/dia) y la oxilipina (40 mg/Kg/dia). En
los grupos tratados con Glucantime® y la mezcla oxilipina-Allium se observé una tendencia
a disminuir la carga parasitaria respecto al grupo control. Los niveles de IFN-y fueron bajos,
excepto en el grupo tratado con T. procumbens, correspondiéndose con la respuesta de
tipo Th2 reportada en ratones BALB/c infectados con L. (L.) mexicana. Los patrones
histolégicos se caracterizaron por presencia de necrosis y espongiosis en epidermis e
infiltrado inflamatorio difuso con presencia de macréfagos en la dermis. Los resultados
sugieren que el extracto de T. procumbens y la oxilipina podrian ser utiles en el tratamiento

de la LCL, sin embargo, es necesario realizar méas estudios para demostrar su efectividad.




ABSTRACT

Localized cutaneous leishmaniasis (LCL), caused by Leishmania (Leishmania) mexicana,
is characterized by the appearance of an ulcer of chronic evolution that leaves disfiguring
scars. The current treatment in the Yucatan peninsula consists of the injection of meglumine
antimoniate (Glucantime®), which is toxic, expensive and with adverse effects. Although in
100% of the patients it resolves the lesion, the cure is clinical, but not parasitological. An
alternative to treat the LCL is the use of medicinal plants such as Tridax procumbens, which
has shown in vitro activity against promastigotes of L. (L.) mexicana. This effect has been
associated to the compound (3S)-16,17-didehydrofalcarinol, an oxylipin of acetylene C17
type. Likewise, the immunomodulatory activity of the extract of Allium sativum was
demonstrated, preventing the progress of the lesion caused by L. (L.) mexicana. In the
present study, the in vivo effect of the methanolic extract of T. procumbens (root) and the
oxylipin compound, in combination with the aqueous extract of A. sativum, was evaluated
as an alternative cure for LCL. To do this, in the first phase of the study, different doses of
each of the treatment were tested, with the aim of establishing the therapeutic dose of each.
Based on the results obtained, for the second phase, the effective doses of the treatments
were analyzed, as well as their combinations. In addition, a positive control group
administered with Glucantime® was included. At the end of this stage, the rodents were
euthanized, and samples were taken to quantify the parasite load, evaluate the histological
changes, and analyze the IFN-y expression associated with the administration of each of
these alternative treatments. The therapeutic doses of T. procumbens (40 mg/Kg/day), A.
sativum (20 mg/Kg/day), and the oxylipin (40 mg/Kg/day) were established. The groups
treated with Glucantime® and the oxylipin-Allium mixture showed a tendency to decrease
the parasite load with respect to the control group. The IFN-y levels were low except for the
group treated with T. procumbens, corresponding to the Th2-type response reported for
BALB/c mice infected with L. (L.) mexicana. The histological patterns were characterized by
the presence of necrosis and spongiosis in the epidermis and diffuse inflammatory infiltrate
with the presence of macrophages in the dermis. The results suggest that the extract of T.
procumbens and the oxylipin might be useful in the treatment of LCL, however, more studies

are needed to demonstrate its effectiveness.
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INTRODUCCION

La leishmaniosis es una parasitosis producida por protozoos del género Leishmania,
clasificada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como una enfermedad infecciosa
desatendida. Estos parasitos, de localizacién intracelular, se caracterizan por causar
lesiones cutaneas (localizadas o difusas), mucocutaneas o viscerales y se transmiten
mediante la picadura de insectos fleb6tomos hembras de la familia Psychodidae (Dolat et
al., 2020; Andrade-Narvaez et al., 2001).

Actualmente, esta parasitosis se distribuye en 98 paises, tanto de zonas aridas como
tropicales, y se estima que mas de 350 millones de personas habitan en zonas de riesgo
(Paniz et al., 2019; Alvar et al., 2012). En la peninsula de Yucatan, México, la forma clinica
mas frecuente de la enfermedad es la leishmaniosis cutanea localizada (LCL), la cual afecta
predominantemente a hombres que trabajan la tierra y que viven en zonas endémicas
(Andrade-Narvaez et al., 2001).

En los dltimos afios, el empleo de antimoniales pentavalentes, como tratamiento de primera
linea, ha disminuido en muchos paises debido a los eventos adversos y toxicos que éstos
provocan. Ademas, existen otros farmacos de segunda linea como la anfotericina B y la
miltefosina, que presentan toxicidad e ineficacia (Gillespie et al., 2016). Debido a la gran
variedad de eventos adversos que presentan estos farmacos, asi como los tratamientos tan
prolongados, y su baja disponibilidad en el mercado o poca eficacia, se hace imperiosa la

necesidad de encontrar o desarrollar alternativas efectivas, econémicas y menos téxicas.

Una de las posibles alternativas fue identificada mediante la evaluacion in vitro del extracto
metandlico de T. procumbens y el compuesto puro (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol, los
cuales presentaron una significativa actividad inhibitoria sobre el crecimiento de
promastigotes y amastigotes intracelulares de L. (L.) mexicana (Martin-Quintal et al., 2010).
Paralelo a este estudio, se evalu6 la actividad inmunomoduladora del extracto acuoso de
A. sativum, el cual estimula la proliferacién de linfocitos y la fagocitosis mediada por
macrofagos, estimulando a su vez la liberacién del interferon gamma (Gamboa-Le6n et al.,
2007). Debido a los buenos resultados obtenidos en ambos estudios, Gamboa-Ledn et al.

(2014) realizaron un ensayo in vivo donde evaluaron la actividad del extracto metandlico de
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T. procumbens, el extracto acuoso de A. sativum y la mezcla de ambos extractos aplicados
via intraperitoneal. Este estudio arrojé que el extracto metandlico de T. procumbens puede
tener un efecto directo sobre los amastigotes de L. (L.) mexicana y que la aplicacion de
ambos extractos simultaneamente tiene un mayor efecto terapéutico en la eliminacion del

parasito y disminucién de la lesion.

Por todo lo anterior, este proyecto tuvo por objetivo evaluar el extracto metandlico de T.
procumbens (raiz) y su principio activo la oxilipina (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol, en
combinacion con el extracto acuoso liofilizado de A. sativum (bulbos), administrados por via
oral como un tratamiento alternativo para la LCL causada por L. (L.) mexicana.
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ANTECEDENTES
1.1 ENFERMEDADES INFECCIOSAS DESATENDIDAS

Las enfermedades infecciosas desatendidas (EID), son un conjunto de enfermedades que
afectan a mas de mil millones de personas en el mundo (Hotez y Pecoul, 2010). Las EID se
localizan principalmente en poblaciones vulnerables, es decir, que se encuentran en lugares
o zonas donde las condiciones socioeconémicas son de extrema pobreza, total o
parcialmente aisladas y con barreras para el acceso al agua segura y el saneamiento basico
(OPS/OMS, 2016; Schneider et al., 2011).

La mayoria de las EID son zoonéticas, es decir, se transmiten de hospederos animales a
humanos. Algunas de ellas se transmiten de forma directa y otras indirectamente, a través
de alimentos, agua o mediante un vector (Choffnes y Relmar, 2011). Estas enfermedades
son ocasionadas principalmente por bacterias, protozoos o helmintos, causando en las
personas que las padecen desfiguracion de rostro, secuelas a largo plazo en el desarrollo,

el crecimiento y la reproducciéon (Hotez et al., 2007).

Dentro de las enfermedades infecciosas desatendidas destacan la rabia, el dengue, la
Ulcera de Buruli, la lepra (enfermedad de Hansen), la enfermedad de Chagas, la
tripanosomiasis africana humana (enfermedad del suefio), la dracunculosis (enfermedad
del gusano de Guinea), la equinococosis, las infecciones por trematodos transmitidas por
los alimentos, la filariasis linfatica, la oncocercosis (ceguera de los rios) y la leishmaniosis
(OMS, 20009).

1.2 LEISHMANIOSIS

La leishmaniosis, clasificada entre las EID (Ejov y Dagne, 2014), comprende un conjunto
de enfermedades clinicamente heterogéneas causadas por agentes protozoarios de la
familia Trypanosomatidae y del género Leishmania (Ribeiro-Moreira et al., 2017). Estos
parasitos son transmitidos de una persona o animal infectados mediante la picadura de

insectos hembra hematofagos de la familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. En
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América, el vector es una mosca del género Lutzomyia, mientras que en Europa es del

género Phlebotomus (Van der Auwera et al., 2016).

Hasta la fecha, existen aproximadamente 30 especies de Leishmania identificadas
alrededor del mundo; la enfermedad es endémica en 98 paises y tres territorios en cinco
continentes (Alvar et al., 2012), reportdndose una incidencia anual estimada de 2 millones
de casos, con 350 millones adicionales en riesgo de infeccidn (Ezatpour et al., 2015; OMS,
2013). Estas especies afectan tanto al Viejo Mundo (regiones del lejano y medio Oriente,
Europa central y oriental y Africa) como el Nuevo Mundo (regiones del centro y sur de
América) (McGwire y Satoskar, 2014).

El amplio rango de sintomas y signos clinicos que presentan van desde lesiones cutaneas
gue pueden curar espontaneamente hasta lesiones en mucosas y afectaciones viscerales
fatales, los cuales dependen de las interacciones entre la respuesta inmune del hospedero
y la especie de Leishmania involucrada (Andrade-Narvéez et al., 2001).

La leishmaniosis puede presentarse en formas clinicas diferentes, clasificAndose de
acuerdo con la region o zona del cuerpo afectada, asi como la respuesta inmune del
organismo infectado y el grado de morbilidad y mortalidad (Singh et al., 2012). Las
clasificaciones son: leishmaniosis cutanea (localizada o difusa/LCL o LCD), leishmaniosis
mucocutanea (LMC) y leishmaniosis visceral (LV). Esta Ultima es considerada la forma mas
grave y es comunmente conocida como Kala-azar (OMS, 2020; Ribeiro-Moreira et al.,
2017).

En América, la LC es causada principalmente por L. mexicana, L. braziliensis, L.
panamensis, L. guyanensis y L. peruviana, mientras que L. major y L. tropica afectan al
Oriente medio y Asia central. La LV es causada generalmente por L. donovani, L. infantum
y L. infantum chagasi. La LMC es una severa y crdnica complicacion de la LC, que se
extiende hacia las mucosas, originada por L. braziliensis, principalmente (Gillespie et al.,
2016). En el Cuadro 1.1 se muestra un mejor acercamiento de la distribucién geografica de

las diferentes especies de Leishmania del Nuevo Mundo, asi como sus variedades clinicas.
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Cuadro 1.1. Especies de Leishmania responsables de enfermedad en el Nuevo Mundo: LCL,
LCD, LMCy LV (Vargas-Martinez et al., 2011).
Variedad
clinica de
leishmaniosis

Leishmania en el
Nuevo Mundo

Ciclo de Principal distribucién
transmisién geogréafica

Leishmania braziliensis LCL, LMC SUERIETEE, CEMEETEes Y

México

Leishmania panamensis LCL, LMC Sur de Centroame:npa y Norte de

Sudamérica
Leishmania peruviana LCL Peru
Leishmania guayanensis LCL Sudamérica
Leishmania lainsoni LCL Sudamérica
Leishmania colombiensis LCL Norte de Sudamérica
Leishmania amazonensis LCL, LCD Z00onosis Sudamérica
Leishmania mexicana LCL, LCD Estados Unldos,, .MeX'CO’

Centroamérica

Leishmania pifanoi LCL Sudamérica
Leishmania . LCL Centro de Sudamérica
venezuelensis
Leishmania garnhami LCL Sudamérica
Leishmania infantum P
(Viejo LCL, LV Europa, Norte de Africa,

y Nuevo Mundo) Centroamérica, Sudamérica

1.3 LEISHMANIOSIS EN MEXICO

La LC fue descrita por primera vez en el afio 1912 por Seidelin (Andrade-Narvéez et al.,
2017; Canto-Lara et al.,, 1998), aunque es posible que la misma existiera desde el
florecimiento de la cultura olmeca, ya que se han encontrado urnas del periodo preclasico
(1200 a.C.-100 d.C.) con signos de lesiones cutdneas muy similares a la LCD (Figura 1.1)

(Carrada-Figueroa et al., 2014).
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Figura 1.1. Urna olmeca del periodo 1200 a.C.-100 d.C. con signos

de lesiones cutaneas muy similares a la LCD (Carrada-Figueroa et

al., 2014).
Seidelin no sélo la denomind "Ulcera de los chicleros”, sino que ademas identificé al parasito
mediante la técnica de impronta y lo consideré indistinguible morfol6gicamente de L. tropica
(Andrade-Narvaez et al.,, 2017; Canto-Lara et al., 1998). A partir de este momento,
investigadores de la época publicaron diversos trabajos sobre esta parasitosis.

La especie L. (L.) mexicana es endémica en paises como Belice, Guatemala y México, en
este Ultimo, se considera que la enfermedad es un problema de salud publica y de
notificacion obligatoria, por lo que existe un registro epidemioldgico nacional.

De acuerdo con el Boletin del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica de la
Republica Mexicana (SINAVE), la leishmaniosis se presenta principalmente en zonas
agricolas, donde la siembra de cultivos de cacao, café o &rboles chicleros son
predominantes, puesto que los desechos organicos de los mismos favorecen el desarrollo

de la mosca o fleb6tomo transmisor del parasito (SINAVE, 2019).

En México, la ocupacion tiene un papel muy importante en la adquisicion de la enfermedad,
por lo que es considerada un factor de riesgo. Los mas afectados son los agricultores,
cazadores, militares, taladores, bidlogos, etc. La enfermedad predomina en hombres,

aunque no es determinante. También puede afectar a nifios, mujeres y ancianos expuestos
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a la picadura de los vectores en dichas zonas endémicas (Andrade-Narvéez et al., 2017;
Vargas-Gonzalez et al., 1999). Los estados con casos reportados de leishmaniosis son,
entre otros: Chiapas, Guerrero, Jalisco, Nayarit, Oaxaca, Sinaloa, Morelos, Puebla,

Veracruz, Tabasco, Campeche, Quintana Roo y Yucatan (SINAVE, 2019).
1.4 LEISHMANIOSIS EN LA PENINSULA DE YUCATAN

La LCL, causada por L. (L.) mexicana, es una zoonosis silvestre estacional endémica de la
peninsula de Yucatan, México. En esta area, la LCL produce una lesién ulcerada Unica en
el 84.5% de los pacientes y se localiza cominmente en la oreja en el 39.9% de los casos
(Figuras 1.2 Ay B). La tasa de incidencia anual de infeccién sintomatica en el estado de
Campeche es de 0.5%, mientras que la tasa de prevalencia de infeccion asintomética es
de 19% (Andrade-Narvaez et al., 2017).

Figura 1.2. Lesiones comunes de LCL en humanos (peninsula de Yucatéan). A: lesion
en antebrazo; B: lesién en oreja (Laboratorio de Inmunologia del CIR "Dr. Hideyo
Noguchi”, UADY).

Segun los reportes del SINAVE, hasta la semana epidemiol6gica numero 52 del afio 2019,
se reportaron 14 casos de LCL (todos hombres) en el estado de Yucatan, 107 (91 hombres
y 16 mujeres) en el estado de Campeche y 550 (471 hombres y 79 mujeres) en el estado
de Quintana Roo.

A continuacion, se muestra la incidencia epidemioldgica de LCL en la peninsula de Yucatén,
México (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Incidencia de casos de LCL en la peninsula
de Yucatan, México (SINAVE, 2019).

1.5 AGENTE ETIOLOGICO Y SU CICLO BIOLOGICO

En la leishmaniosis el agente causal es un protozoario unicelular obligado de la familia
Trypanosomatidae, suborden Trypanosomatida y género Leishmania (Ross, 1903). Estos
parasitos son digenéticos, lo que quiere decir que su ciclo de vida se alterna entre dos
huéspedes: uno es un invertebrado que, generalmente, representa al hospedador
intermediario o vector; y el otro, un vertebrado u hospedero representado por algunos

animales y el hombre (Akhoundi et al., 2016; Vargas-Martinez et al., 2011).

Cuadro 1.2. Clasificacion taxonémica de parasitos Leishmania spp.
(Akhoundi et al., 2016)

Reino Protista
Phyllum Euglenozoa

Clase Kinetoplastea

Orden Trypanosomatida
Familia Trypanosomatidae
Género Leishmania

Leishmania (Leishmania) mexicana,

Especie Leishmania (Leishmania) major, etc.
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El parasito se puede presentar de dos formas diferentes, de acuerdo con el hospedero en

el que se encuentre; éstas pueden ser:

Promastigotes: microorganismos flagelados, alargados y extracelulares que constituyen
la forma infectante (Figura 1.4 A). Estos se desarrollan de prociclicos a metaciclicos en el

tracto digestivo de los insectos transmisores (Sarkar et al., 2018; Nagle et al., 2014).

Amastigotes: constituyen la forma replicativa, son aflagelados, redondeados e
intracelulares obligados, por lo que se localizan en el interior de macréfagos fagociticos del
hospedero (Figura 1.4 B) (Sarkar et al., 2018; Nagle et al., 2014). Miden de 2.0 a 3.0 ym de
diametro (Ross, 1903).

Figura 1.4. Micrografia electronica de parasitos de Leishmania spp., promastigote

metaciclico (A) y amastigotes (B) (Sarkar et al., 2018).
Cuando el diptero hembra pica a un animal infectado con Leishmania spp, éste absorbe
junto con la sangre las formas amastigotes del parasito. Una vez en el intestino del insecto,
el parasito inicia un proceso de transformacién donde los amastigotes cambian a
promastigotes prociclicos y, posteriormente, mediante fision binaria, se multiplican y pasan
a promastigotes metaciclicos con alta capacidad infectante, capaces de sobrevivir en el
organismo vector. Una vez transformados en promastigotes metaciclicos, los parasitos
migran a la valvula faringea del insecto vector, desde donde son regurgitados en el sitio de
la picadura (Nagle et al., 2014; Naderer y McConville et al., 2011).

Los promastigotes son fagocitados posteriormente por células dendriticas, neutrdfilos,

fibroblastos y macréfagos del huésped donde inducen la formacion de vacuolas
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parasitéforas. Estas vacuolas son compartimentos &cidos con propiedades de
fagolisosomas donde las formas amastigotes altamente virulentas se replican (fision
binaria), resistiendo la degradacién por enzimas lisosomales. Tras la lisis de macrofagos
infectados y células dendriticas, los parasitos se diseminan a través de la linfa y sistema
circulatorio e infectan otros macrofagos del sistema reticuloendotelial. Los parasitos que
persisten en los macréfagos pueden estar presentes en bazo, médula ésea, higado y linfa.
Durante infecciones croénicas, los amastigotes persistentes en los tejidos del huésped
pueden transmitirse a moscas de arena no infectadas, completando el ciclo de transmision
(Sarkar et al., 2018).

1.6 VECTORES

Durante el ciclo de transmision de la leishmaniosis, los vectores (insectos) juegan un papel
muy importante. Estos insectos, de didmetro pequefio (1.5 a 2 mm de longitud corporal),
habitan fundamentalmente en regiones tropicales y subtropicales, aunque existen algunos
gue se localizan en regiones aridas o semidesérticas. De los géneros de insectos vectores
conocidos, Phlebotomus (Viejo Mundo) y Lutzomyia (Nuevo Mundo) son de importancia
médica, puesto que son capaces de transmitir la parasitosis (Cuadro 1.3) (Dostélova y Volf,
2012).

Cuadro 1.3. Clasificacién taxonémica de los vectores de Leishmania (Vargas-Martinez

etal., 2011).
Reino Animal
Phyllum Arthropoda
Clase Insecta/Hexapoda
Orden Diptera
Suborden NematOcera
Familia Psychodidae
Subfamilia Phlebotominae
Viejo Mundo: Phlebotomus/Sergentomya
Géneros Nuevo Mundo: Lutzomyia/ Brumptomya/ Warileya/
Psychodopygus
Especie Lutzomyia olmeca, Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia trapidoi,

Lutzomyia diabolica, Lutzomyia longipalpis

El género Lutzomyia es uno de los mas abundantes en América Latina y se caracteriza por

presentar patas largas, alas ampliamente lanceoladas, térax giboso y cuerpo cubierto de

10
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pelos (Figura 1.5). En México, se reconocen como posibles responsables de la transmisién
a 11 especies, las cuales varian en importancia de acuerdo con la localizacién geogréfica
de las zonas endémicas, a la especie de parasito que transmite y a la variedad clinica de la

enfermedad que ha sido asociada a su presencia (CENAVECE, 2015).

Figura 1.5. Mosca de arena, Lutzomyia, vector
de Leishmania (Leishmania) mexicana
(Infobioquimica, 2017).

Estos insectos pueden adquirir la infeccién de humanos y reservorios tales como roedores,
canidos y primates. En la peninsula de Yucatan, uno de los reservorios primarios de L. (L.)

mexicana es el roedor silvestre Peromyscus yucatanicus (Loria-Cervera et al., 2013).
1.7 RESPUESTA INMUNE ANTE LA INFECCION CON LEISHMANIA SPP.

La respuesta inmune generada en un organismo ante la infeccién con Leishmania spp. es
muy compleja puesto que, los macréfagos, principales células involucradas en la
eliminacion del parasito, son también las principales células hospedadoras (Andrade-
Narvéez et al., 2017).

Cuando un hospedero es inoculado con parasitos de Leishmania spp. se desencadenan las
respuestas inmune innata y adquirida. La inmunidad innata actia desde la fase inicial de la
infeccion, fomentando una respuesta inflamatoria rica en células fagociticas (macréfagos y
células dendriticas), que actian como células presentadoras de antigenos a los linfocitos
T, necesarios para iniciar la modulacion de la respuesta inmune tipo celular. Por otra parte,
la inmunidad adquirida, especifica de antigeno, se desencadena cuando los linfocitos del

11
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sistema inmune reconocen determinantes antigénicos del patégeno que han sido

previamente presentados a los linfocitos T (Novais y Scott, 2015).

Los macréfagos y demas células fagociticas tienen la capacidad de eliminar los patdégenos
intracelulares por medio de diferentes mecanismos que incluyen la respuesta oxidativa
[formacion de oOxido nitrico (ON)] y la produccion de enzimas lisosomicas y proteinas
cationicas. Dichos mecanismos se pueden potenciar por las citocinas producidas por los
linfocitos T y conllevar a la eliminacion del microorganismo fagocitado. La produccién de
citocinas al inicio de la infeccion es lo que determinard el perfil subsecuente de citocinas y
el establecimiento o no de la infeccion (Novais y Scott, 2015).

Luego del contacto con los antigenos del parasito, expresados en la membrana del
macroéfago infectado, y dependiendo de la célula presentadora de antigeno, los niveles de
citocinas endogenas y la naturaleza del antigeno reconocido, las células TCD4+ y TCD8+
proliferan y secretan un patréon de citocinas definidas con funciones efectoras
diferentes. Las citocinas de tipo Thl, como IL-12, IL-1B, IFN-y y TNF-q, participan en la
regulacion del granuloma y la activacion de macréfagos para aumentar su capacidad
microbicida, ademas de inducir una respuesta celular, mientras que las citocinas de tipo
Th2, como IL-10, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 y TGF-B, regulan la produccién de IgE por los
linfocitos B que participan en la activacion de reacciones de hipersensibilidad inmediata
(Hernandez-Ruiz y Becker, 2006).

En la leishmaniosis, la eliminacion del parasito depende de la activacion de la célula
hospedera, observandose que la produccién de citocinas activadoras del macréfago se
correlaciona con la curacion. Respecto a esto, se sabe que el mecanismo por el cual se
activa una respuesta Thl o Th2 es de vital importancia para dirigir la reaccion inmunitaria
hacia la proteccién y curacion o susceptibilidad y patogenia, respectivamente. Por otro lado,
en la LMC se ha descrito la presencia de un perfil mixto de citocinas de tipo Thly Th2 con
elevados niveles séricos de IL-2, IFN-y, TNF-a e IL-5. Se ha sefialado que el padecimiento
se presenta por una sobreactivacion de la respuesta proinflamatoria y la presencia de bajos
niveles de IL-10; por lo que la curacién depende en gran medida del balance entre las
citocinas producidas. En este sentido, la participacion de las células de la reaccion
inmunitaria innata, como células dendriticas (CD), NK (natural killer) y macrofagos, es

motivo de intensa investigacion. Se sabe que la produccion de IFN-y, IL-12, IL-10 y TGF-B

12
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por estas células en respuesta a Leishmania puede modificar notablemente la respuesta
inmunitaria hacia un sinergismo o antagonismo de la replicacion del parasito y por ende un
agravamiento o resolucion de la lesion, respectivamente (Novais y Scott, 2015; Hernandez-
Ruiz y Becker, 2006).

1.8 TRATAMIENTO FARMACOLOGICO CONTRA LEISHMANIA SPP.

El poder enfrentar EIDs como la LCL, supone contar, entre otros aspectos, con farmacos
eficaces, seguros, faciles de utilizar y asequibles a la poblacion. A pesar de que la ciencia
y la tecnologia han avanzado lo suficiente como para proporcionar los medicamentos

necesarios, son muy pocos los nuevos farmacos desarrollados contra esta enfermedad.

A nivel mundial se emplean como primera linea de tratamiento ante la LCL los antimoniales
pentavalentes (Oliveira et al., 2011). De los antimoniales existen dos presentaciones, el
antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®) (Figura 1.6 A) y el estibogluconato de sodio
(Pentostam®) (Figura 1.6 B).

(OH),Sb,0"

OH OH

HaC OH

OH OH B

Figura 1.6. Estructuras quimicas de los compuestos antimoniato de N-metilglucamina

(A) y estibogluconato de sodio (B) (Nagle et al., 2014).
Estos medicamentos han sido el estandar de tratamiento por mas de 60 afios (Lezama-
Déavila et al., 2014), administrandose por via intramuscular, intravenosa y en algunos casos
intralesional, a una dosis de 20 mg/Kg/dia durante un periodo de 20-28 dias (Andrade-
Narvaez et al., 2017; Kermanjani et al., 2015). Sus mecanismos de accién son muy poco
conocidos, hasta la fecha se sospecha que ingresan a las células huésped, cruzan la
membrana fagolisosémica y se convierten en antimonio trivalente (Sb"). Una vez alli,
comprometen el potencial redox de las células inhibiendo enzimas glucoliticas y oxidando

acidos grasos de los amastigotes de Leishmania, lo que a su vez se traduce en la inhibicion
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de adenosina trifosfato (ATP) y guanosina trifosfato (GTP) (Freitas-Junior et al., 2012;
Nilforoushzadeh et al., 2008).

En la peninsula de Yucatan, el tratamiento por excelencia es el Glucantime®. Durante el
periodo de enero 1990 a diciembre 1994, Vargas-Gonzalez et al. (1999) llevaron a cabo
una investigacién donde evaluaron la respuesta de la “Ulcera de los chicleros” al tratamiento
con antimoniato de N-metilglucamina. Al finalizar el estudio, los 105 casos tratados
presentaron una re-epitelizaciéon completa de la lesion, sin eritema residual ni recaida
durante el seguimiento mensual de un afio. Desde este momento, en la peninsula de
Yucatan, los casos con LCL causada por L. (L.) mexicana son tratados exitosamente con
una dosis diaria de 10 mg/Kg/dia de antimoniato de N-metilglucamina durante 20 dias,

aproximadamente (Andrade-Narvéez et al., 2017; Vargas-Gonzalez et al.,1999).

Actualmente, el empleo de los antimoniales pentavalentes ha disminuido en muchos paises
debido a las reacciones adversas que producen, su elevado costo, largos periodos de
administraciéon y eventos toxicos que provocan (Gillespie et al., 2016; Ezatpour et al., 2015).
Entre los efectos adversos reportados se encuentran dolor musculoesquelético, anorexia,
fatiga, fiebre, diarrea, nauseas, vémitos, cefalea, mareos, palpitaciones, prurito, disfuncion
renal, pancreatica y hepatica, asi como cardiotoxicidad, asociada especialmente a altas

dosis y tiempo prolongado (Ribeiro-Moreira et al., 2017).
1.9 TRATAMIENTO ALTERNATIVO A PARTIR DE PLANTAS

A lo largo de la historia, el empleo de plantas como medicina ha tenido como principal
objetivo mantener la salud, prevenir y tratar enfermedades, principalmente las crénicas.
Esta practica es denominada medicina tradicional o no convencional y es considerada el

pilar principal de la prestacion de servicios de salud en todo el mundo (OMS, 2013).

A consecuencia de la escasez de medicamentos eficaces, seguros y disponibles a la
poblaciéon para el tratamiento de la leishmaniosis, en los Ultimos afios, la OMS ha
recomendado el empleo de plantas medicinales para la busqueda de nuevas moléculas con
actividad leishmanicida, siempre y cuando la seguridad/toxicidad se tengan en cuenta
(Gutiérrez-Rebolledo et al., 2017; Lawal et al., 2016).
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Actualmente, se le ha atribuido actividad biologica leishmanicida a un sinnimero de
moléculas activas provenientes de plantas medicinales, tal es el caso de alcaloides,
quinonas, terpenos, flavonoides, esteroides, neolignanos, fenilpropanoides, entre otros
(Kermanjani et al., 2015; Nilforoushzadeh et al., 2008).

En México, se han realizado evaluaciones in vitro e in vivo a numerosas plantas medicinales
con el objetivo de encontrar un nuevo fitofarmaco que sea efectivo y eficaz contra la
leishmaniosis. Peraza-Sanchez et al. (2007) describieron la evaluacion de extractos
metandlicos de 18 plantas medicinales del estado de Yucatan contra promastigotes de L.
(L.) mexicana. Durante este estudio encontraron que los extractos de T. procumbens (planta
completa), entre otras plantas, tenian potencial como posibles drogas leishmanicidas. En el
Cuadro 1.4 podemos encontrar otras especies de plantas con actividad leishmanicida

reportada y probadas en ensayos in vitro.

Cuadro 1.4. Plantas medicinales con actividad leishmanicida probada.

Nombre cientifico Familia Parte Valor Clso contra Fuente
empleada promastigotes
. . . Khademvatan
Allium sativum Amaryllidaceae Bulbo 37 pg/mL etal, 2011
Tridax procumbens Asteraceae Planta 3 pg/mL
completa
Aphelandra scabra Acanthaceae Hojas 15 pg/mL
Dorstenia contrajerva Moraceae Planta 23 pg/mL
completa
g 3 3 Peraza-Sanchez
Clusia flava Guttiferae Hojas 32 pg/mL etal., 2007
Byrsonima bucidaefolia = Malpighiaceae Corteza 60 pg/mL
Byrsonima crassifolia Malpighiaceae Corteza 14 pg/mL
Cupania dentata Fagaceae Corteza 13 pg/mL
Peschiera australis Apocynaceae Corteza 12 pg/mL Gutiérrez-Rebolledo
. . Hojas y etal., 2017
Kopsia griffithii Apocynaceae corteza 6.25 pg/mL
Calophyllum brasiliense Calophyllaceae @ Savia, Hojas 3 pg/mL Tiuman et al., 2012
Pistacia khinjuk Anacardiaceae Frutos 58.6 pg/mL Ezatpour et al., 2015

Otra especie de planta investigada y evaluada contra Leishmania es A. sativum (ajo),
debido a su efecto inmunomodulador, el cual es capaz de inducir una respuesta de tipo

Thl, aumentando las concentraciones de IFN-y y la estimulacién de la produccién de ON
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en macrofagos, impidiendo que la infeccién avance (Gamboa-Ledn et al., 2014; Ghazanfari
et al., 2006).

1.10 TRIDAX PROCUMBENS

Tridax procumbens L. (Figura 1.7), comiunmente conocida como hierba del toro, es una
planta nativa de regiones tropicales y subtropicales como Centro y Sudamérica.
Perteneciente a la familia Asteraceae, este género presenta la mayor concentracién de

especies en México (Martin-Quintal et al., 2010; Powell, 1965).

Figura 1.7. Planta de Tridax procumbens L.

Esta planta herbacea es semipostrada de 15 a 40 cm de altura; presenta hojas alargadas,
opuestas, ovadas a lanceoladas con los margenes cerrados, triplicadas, dentadas o
dentadas onduladas a dentadas gruesas (Martin-Quintal et al., 2010; Powell, 1965). La
inflorescencia es un capitulo con tres dientes blancos sobre pedunculos largos (de 10 a 20
cm), cubiertos de pelos erectos o recostados apuntando hacia la base, que pueden ser
transportados por el viento por largas distancias, haciendo de esta especie una especie

potencial invasiva si no se controla (Beck et al., 2018).
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Cuadro 1.5. Categoria taxonémica de Tridax procumbens L.

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Divisién Magnoliopsida

Clase Asterales
Subclase Asteridae

Familia Asteraceae
Subfamilia Asteroideae

Género Tridax

Especie Tridax procumbens L.

Investigadores a nivel mundial han evaluado la planta T. procumbens contra enfermedades
tan diversas como la anemia, el resfriado, las inflamaciones, las hepatopatias, entre otras.
Su amplio espectro contra enfermedades se debe al sin nimero de metabolitos secundarios
con actividad probada como alcaloides, carotenoides, saponinas, flavonoides, taninos, etc.,
lo que la hace farmacolégicamente activa como planta antimicrobiana, hepatoprotectora,
antiviral, antifingica, antioxidante, analgésica, antidiabética, antiinflamatoria, capaz de
curar heridas, inmunomoduladora y antiprotozoaria (Beck et al., 2018; Martin-Quintal et al.,
2010).

Novelo-Castilla (2005) aislé el compuesto (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol (Figura 1.8), una
oxilipina tipo acetilénica C17, de T. procumbens. Este compuesto es un poliacetileno que
se origina mediante la oxidacién de acidos grasos, predominantemente los &cidos linoleico
y linolénico, una clase de lipidos oxigenados en las plantas que participan en las respuestas
al dafio fisico causado por animales o insectos, estrés y ataque por patdégenos (Martin-
Quintal et al., 2010).

/// 7 N CH:
=
H2C 7

OH

Figura 1.8. Estructura quimica del compuesto (3S)-16,17-
dideshidrofalcarinol aislado de Tridax procumbens L. (Novelo-
Castilla, 2005).
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A partir de este hallazgo, Martin-Quintal et al. (2009) realizaron ensayos in vitro con el
extracto metanolico de T. procumbens (planta completa) y el compuesto puro (3S)-16,17-
dideshidrofalcarinol contra promastigotes de L. (L.) mexicana. El resultado obtenido en esta
investigacion fue muy prometedor, puesto que los valores de concentraciébn minima que
inhibe el 50% (Clso), fueron de 3.0 y 0.478 pg/mL para T. procumbens y la oxilipina,

respectivamente.

Un afio después, el mismo grupo de investigacion, evalué in vitro el compuesto (3S)-16,17-
dideshidrofalcarinol contra promastigotes y amastigotes intracelulares de L. (L.) mexicana
de la cepa LV4 (MNYC/BZ62/M379). Los valores de Clso obtenidos en este estudio contra
los promastigotes y amastigotes intracelulares fueron de 0.55 pM y 0.48 uM,
respectivamente, lo que reafirma la elevada actividad leishmanicida de este compuesto in
vitro. El estudio también arroj6 que la inhibicibn de los amastigotes intracelulares fue
independiente de la produccién de ON.

1.11 ALLIUM SATIVUM

Allium sativum L., cominmente conocida como ajo, es una especie vegetal que pertenece
a la familia Liliaceae (Cuadro 1.6). La planta es originaria de Asia central y desde la
antigtiedad en la region mesoamericana en México (Geck et al., 2020), se emplea como
condimento culinario. Esta planta también es utilizada por sus mdltiples propiedades
terapéuticas con actividad antioxidante, hipoglicemiante, antiagregante y fibrinolitica,
antihipertensiva, anticancerigena, antimicrobiana, antifingica e inmunomoduladora (Shang
et al., 2019; Ghazanfari et al., 2006).

Cuadro 1.6. Categoria taxonémica de Allium sativum L.
(Foroutan-Rad et al., 2015).

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Liliopsida
Orden Asparagales
Familia Amaryllidaceae
Género Allium
Especie Allium sativum L.
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Esta planta perenne por lo general crece entre los 30 y 60 cm de altura y presenta flores.
Sus frutos se presentan en forma de cépsula ovoidea divididos entre seis a 12 partes
llamadas bulbos o dientes de ajo (Figura 1.9). Ademas, tienen un aroma muy caracteristico

y una gran variedad de texturas y sabores cuando esta cocido o fresco (Lawal et al., 2016).

Figura 1.9. Bulbos germinados de Allium

sativum L.
Las propiedades organolépticas presentes en las plantas de este género se deben a la
presencia de metabolitos secundarios farmacol6gicamente activos como los compuestos
organosulfurados (Cavagnaro et al., 2007). Entre los compuestos mas importantes
presentes en los extractos acuosos se destacan la aliina, alicina, E-ajoeno (trans-ajoeno),
Z-ajoeno (cis-ajoeno), disulfuro de dialilo y el sulfuro de alilo (Martins et al., 2016). De
acuerdo con lo reportado por Isaac et al. (2014), la ingesta de estos compuestos por ratas
no evidencia efectos toxicos visibles, convirtiendo a la especie A. sativum en una candidata

ideal para el tratamiento de diversas enfermedades.

Numerosos estudios que han realizado pruebas in vitro e in vivo destacan la capacidad
inmunomoduladora de los componentes del ajo en la sintesis o secrecion de citocinas de
tipo Thl y Th2, como IL-1, IL-6, IFN-y y TNF-a, ademas de modular la activacion de
macroéfagos e inducir la produccién de ON por parte de éstos (Martins et al., 2016; Foroutan-
Rad et al., 2015; Ghazanfari et al., 2006).
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1.12 MEZCLA TRIDAX PROCUMBENS Y ALLIUM SATIVUM

Gamboa-Leon et al. (2007) reportaron el efecto terapéutico del extracto acuoso liofilizado
de bulbos de A. sativum en ratones BALB/c infectados con L. (L.) mexicana. En este estudio
la actividad leishmanicida estuvo mediada por la presencia de células T productoras de IFN-
y V la subsecuente activacibn de macrofagos y produccion de ON, confirmando las

propiedades de A. sativum como inmunomodulador.

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente y los alentadores resultados obtenidos in
vitro con el extracto metandlico de T. procumbens frente a promastigotes de Leishmania,
Gamboa-Leodn et al. (2014) realizaron un estudio in vivo evaluando ambos extractos por
separado y sus mezclas. Los extractos y la mezcla fueron aplicados durante dos semanas
via intraperitoneal a roedores de la cepa CD-1, inoculados con 1 x 10° promastigotes de L.
(L.) mexicana en el cojinete plantar izquierdo. Las dosis empleadas en el estudio fueron de
20 mg/Kg/dia de cada extracto por separado y 40 mg/Kg/dia de la mezcla de ambos.

Este estudio arrojé que tanto el extracto metandlico de T. procumbens como el extracto
acuoso de A. sativum por separado tienden a la reduccion del desarrollo de la lesion
cutdnea, mientras que la mezcla de estos extractos lo hace de forma significativa. De
acuerdo con los autores, estos resultados se deben al mecanismo de accién de A. sativum
como agente inmunomodulador de la respuesta inmune en roedores y a la elevada actividad
leishmanicida del compuesto (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol presente en el extracto
metandlico de T. procumbens, el cual tuvo una actividad in vitro frente a amastigotes
intracelulares de 0.48 pg/mL como valor de Clso. Esto sugiere que el extracto metandlico de
T. procumbens pudiese tener un efecto directo no sélo sobre los amastigotes de L. (L.)
mexicana, sino también un efecto aditivo con el extracto acuoso de A. sativum en la

modulacion de la respuesta inmune.
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JUSTIFICACION

La LCL es una enfermedad desatendida en México y muchos otros paises de bajos
ingresos. El tratamiento actual consiste en la aplicacion intramuscular o intravenosa de
antimoniales pentavalentes como esquema de primera linea. Estos farmacos son muy
toxicos, ineficientes en ocasiones, poco asequibles a la poblacién méas necesitada y debido
a la via de administracion empleada, su aplicacion es dolorosa, lo que conlleva a que los
pacientes bajo tratamiento lo abandonen. Por tales motivos, es de extrema necesidad la
blusqueda de un tratamiento alternativo que sea efectivo, econdmico, lo mas inocuo posible
y menos doloroso. La via de administracion oral es una candidata excelente para evaluar
debido a su facilidad, rapidez y ausencia de dolor al ejecutarla. Estudios in vitro del
compuesto  (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol contra promastigotes y amastigotes
intracelulares de L. (L.) mexicana revelan actividad leishmanicida muy prometedora, asi
como el empleo del extracto metandlico de T. procumbens y extracto acuoso de A. sativum
como agente inmunomodulador. Por ello, establecer la dosis efectiva de los mismos seria
un paso hacia adelante en la obtenciébn de posibles farmacos. Ademas, no constan
antecedentes del empleo de la oxilipina tipo acetilénica C17 como agente leishmanicida in
vivo. Por lo tanto, se considera que el empleo del extracto metandlico de T. procumbens
(raiz) y de la oxilipina (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol, en combinacién con el extracto
acuoso liofilizado de A. sativum (bulbos) es una propuesta esperanzadora para los

habitantes de las regiones con muy escasa asistencia médica.
HIPOTESIS

El extracto metandlico de T. procumbens (raiz) y su principio activo oxilipina, en
combinacién con el extracto acuoso liofilizado de bulbos de A. sativum, administrados por

via oral son efectivos contra L. (L.) mexicana en ratones BALB/c.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar in vivo el extracto metandlico de T. procumbens (raiz) y su principio activo oxilipina
en combinacién con el extracto acuoso liofilizado de bulbos de A. sativum por via oral en

ratones BALB/c infectados con L. (L) mexicana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer la dosis terapéutica de los extractos y la oxilipina administrados por via oral
para la reduccion de las lesiones cutaneas en ratones BALB/c.

2. Evaluar la efectividad del extracto de T. procumbens y la oxilipina en combinacién con

A. sativum en la reduccion de las lesiones y la carga parasitaria en ratones BALBI/c.

3. Evaluar los cambios histologicos asociados a la administracion de los extractos y sus

combinaciones en ratones BALB/c.

4. Determinar la respuesta inmune asociada a la administracién de los extractos y sus

combinaciones en ratones BALB/c, mediante el andlisis de expresion de IFN-y.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Inoculacién de ratones
BALB/c con promastigotes
de Leishmania (L.)
mexicana

Establecimiento de dosis
terapéutica de cada uno
de los extractos y Ila
oxilipina

-

Administracién de dosis
terapéutica de cada
extracto, la oxilipina y sus
combinaciones

|

Monitoreo de la evolucion
clinica de las lesiones bajo
el efecto de los extractos,
la  oxilipina 'y sus
combinaciones

Cuantificacién de
carga parasitaria

|

Evaluacién de cambios
histolégicos

Figura 1.10. Estrategia experimental.

Analisis de expresion
de IFN-y
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CAPITULO Il

ESTABLECIMIENTO DE DOSIS TERAPEUTICA DE LOS EXTRACTOS Y LA
OXILIPINA ADMINISTRADOS POR VIA ORAL EN RATONES BALB/c
INFECTADOS CON L. (L.) MEXICANA

2.1 INTRODUCCION

El descubrimiento, desarrollo y empleo de una nueva molécula o0 medicamento depende de
un largo y costoso proceso. Durante este proceso se demuestra en diferentes fases la
eficacia, seguridad y calidad de este (Genoma Espafia, 2012). Una de las fases realizadas
es la preclinica o estudios en animales de laboratorio, donde el principal propdsito es
evaluar in vivo la actividad biolégica de la sustancia (Marovac, 2001). Durante esta etapa,
ademas, se establece la dosis terapéutica, que se define como la capacidad que tiene una
sustancia de producir el efecto terapéutico o efecto deseado en un organismo (Aristil, 2010),
el vehiculo de administracion y las rutas por las cuales se puede administrar dicha sustancia
(Diehl et al., 2001).

Diversos reportes cientificos plantean que las vias de administracién mas empleadas para
hacerle frente a la leishmaniosis son la via intramuscular, intravenosa, topica y oral. En
México, la terapia contra la LCL consiste en aplicaciones diarias durante 20-25 dias de

antimonio pentavalente via intramuscular o intravenosa (McGwire y Satoskar, 2014).

El empleo de estas vias parenterales suponen como principales ventajas: efecto
farmacologico muy rapido o inmediato, obtenciébn de la concentracién deseada con
exactitud y posibilidad de aplicar sustancias levemente irritantes; sin embargo, su aplicacion
durante un periodo prolongado de tiempo provoca en ocasiones el abandono de la terapia
por parte del paciente debido a que las reacciones adversas se presentan con mayor
intensidad, es una terapia muy dolorosa y se requiere personal médico capacitado para su
aplicacion (Aristil, 2010). Por otra parte, el empleo de la via oral o enteral, presume ser la
via mas comun para la administracion de medicamentos debido a su facilidad, inocuidad y

comodidad a la hora de ingerir uno o varios farmacos. Ademas, es segura, practica,
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econdmica, eficaz y sobre todo no se requiere de personal médico para su aplicacion (Aristil,
2010; Brunton et al., 2007).

Por lo anteriormente mencionado, en este proyecto, se evaluo la efectividad de los extractos
y la oxilipina por via oral, como una ruta de administracion alternativa en el tratamiento de

la leishmaniosis.
2.2 MATERIALES Y METODOS
2.1.1 Extractos de plantas

Se usaron 1.5 Kg de raiz de T. procumbens L., que fue colectada en Mérida, Yucatan,
México, en febrero 2004. El espécimen fue autentificado por F. May-Pat y depositado en el
herbario del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY) bajo el vaucher FMay-
1955. El extracto metandlico de T. procumbens (raiz) fue obtenido de acuerdo con el
método descrito por Martin-Quintal et al. (2009). La identificacion, aislamiento y purificacion
previa del compuesto activo (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol fue realizada por el método
descrito por Martin-Quintal et al. (2009).

Se emplearon 1.5 Kg de bulbos de A. sativum L. que fueron pelados y secados en una
estufa de desecacion a 100 °C. Posterior a las 48 h, los bulbos se recuperaron a peso
constante. Los bulbos secos de ajo fueron homogeneizados con 1 L de agua destilada,
fitrados a través de papel de filtro Whatman No. 1, centrifugados y liofilizados segun
Gamboa-Leo6n et al. (2007).

Los extractos y la oxilipina se re-disolvieron en una disolucién al 1% de dimetilsulféxido

(DMSO) en cloruro de sodio 0.9% y dosificados para el tratamiento.
2.1.2 Animales

En el estudio se emplearon roedores BALB/c hembras, adultas jovenes entre 6 y 8 semanas
de edad y peso entre 17-22 g. Durante la experimentacion los animales fueron alojados en
el bioterio del Centro de Investigaciones Regionales (CIR) “Dr. Hideyo Noguchi” de la
Universidad Auténoma de Yucatan (UADY), agrupados en jaulas medianas (seis por jaula)
y alimentados con comida estandar y agua ad libitum. Los mismos se mantuvieron bajo

temperatura estandar de 22 + 2 °C y un ciclo de luz/oscuridad de 12/12 h. Los experimentos
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se llevaron a cabo de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana 062-Z0O0-1999 (lineamientos
para el empleo de animales de laboratorio), y los Estandares del Comité de Bioética en
Investigacién del CIR-UADY con ID: CEI-003-2018.

2.1.3 Parasitos

Promastigotes de L. (L.) mexicana, cepa MHET/MX/97/Hd18, fueron mantenidos por pases
seriados en el cojinete plantar de hamster sirio dorado con el fin de mantener su virulencia.
Los parasitos fueron obtenidos mediante la técnica de aspirado y cultivados en medio 199
con 10% de suero fetal bovino, 0.1% B-mercaptoetanol, 10 mM L-Glutamina, 20 mM
piruvato sédico y 100 U/mL penicilina-estreptomicina durante 7 dias a 23.5 °C. Los
promastigotes en fase estacionaria fueron lavados tres veces con fosfato salino buferado
(PBS) 1X, contados en cdmara de Neubauer y ajustados al tamafio de inoculo.

2.1.4 Infeccion de ratones BALB/c con L. (L.) mexicana

Los roedores fueron inoculados subcutaneamente en la parte superior afeitada de la pata
trasera derecha (Bruzual et al., 2008) con 40 pL de la suspension de parasitos que contenia
2.5 x 108 promastigotes de L. (L.) mexicana. Posterior a la inoculacién, todos los animales
fueron examinados clinicamente durante ocho semanas hasta la aparicion de las lesiones

(3.57 £ 1.36 mm de diametro). Luego, los roedores se dividieron en 15 grupos diferentes.
2.1.5 Establecimiento de la dosis terapéutica

Se evalud el efecto de diferentes dosis de los extractos (T. procumbens y A. sativum) y el
compuesto puro (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol sobre las lesiones causadas por L. (L.)
mexicana. Las dosis evaluadas fueron 20, 40, 80, 160 y 320 mg/Kg/dia durante 14 dias,
mientras que para el tratamiento con la oxilipina sélo se administraron dosis desde 20 a 160
mg/Kg/dia, puesto que 320 mg durante 14 dias corresponderia a una dosis acumulada de
4,480 mg, muy cercana a la toxica (Burgos, 2020). Las dosis se administraron por via oral
mediante una cénula intragastrica. Cada grupo experimental contdé con un grupo control al
gue sélo se le administré disolucion salina. Los diametros de las lesiones fueron medidos
antes de iniciar el tratamiento (dia 0) y una vez por semana durante cuatro semanas (7, 15,
21 y 28 dias) y analizados con el software ImageJ. El tamafio de la lesion se calculé de

acuerdo con la siguiente ecuacion:
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_ (D+d)
-2

S

donde, S: tamafio de la lesion, D: diametro mayor, d: diametro menor.
2.1.6 Analisis estadistico

Los datos son presentados como las medias * desviacion estandar. La comparacion del
tamafio de la lesién entre las dosis de cada grupo y su correspondiente grupo control se
llevé a cabo mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido por la post-
prueba de Dunnett. Este método se emplea en el ANOVA para identificar las diferencias
entre la media de cada nivel de factor y la media de un grupo control. El valor p menor a

5% fue considerado estadisticamente significativo (p < 0.05).
2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

En la semana nimero cuatro después de realizar la inoculacién, los ratones comenzaron a
presentar signos de LCL. Las lesiones en los ratones fueron muy semejantes a las
observadas en pacientes humanos, es decir, una Unica lesién, ulcerada, de bordes
indurados y fondo limpio (Andrade-Narvaez et al., 2001). La Figura 2.1A corresponde a una
lesiébn causada por L. (L.) mexicana en ratones BALB/c, mientras que la Figura 2.1B
representa una lesion de un paciente infectado con la misma especie de parasito.

Figura 2.1. (A) Lesién cutanea causada por Leishmania (Leishmania)
mexicana en ratébn BALB/c y (B) Ulcera observada en paciente con LCL.
Ambas Ulceras corresponden a la tipica lesién de LCL causada por esta
especie.
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El efecto de la administracion oral del extracto metandlico de T. procumbens, el extracto
acuoso de A. sativum y el compuesto puro (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol sobre las
lesiones cutaneas en ratones BALB/c fue analizado en esta etapa del estudio. Durante la
administracién de los tratamientos ningn animal murié 0 mostré signos de toxicidad. El
elevado margen de seguridad del extracto metandlico de T. procumbens y el extracto

acuoso de A. sativum ya ha sido demostrado previamente (Gamboa-Leon et al., 2014).

Como se menciond anteriormente, el tamafio de las lesiones en todos los grupos fue medido
antes de iniciar el tratamiento (dia 0) y a los dias 7, 15 (fin del tratamiento), 21 y 28. Se
realizo el analisis estadistico comparando todos los grupos en los diferentes tiempos, sin
embargo, sélo se observaron diferencias significativas en el dia 15. El andlisis estadistico
reveld una reduccion significativa del tamafio de la Ulcera en el grupo tratado con la dosis
de 40 mg/Kg/dia del extracto metandlico de T. procumbens en comparacion con el grupo
control (p = 0.0036) (Figura 2.2A). Ademas, las lesiones de los ratones tratados con esta
dosis no aumentaron significativamente después de dos semanas post- tratamiento (dia 28)
en comparacion con los ratones tratados con las otras dosis y el grupo de control (Figura
2.2B).
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Figura 2.2. A: Tamafio de las Ulceras en ratones BALB/c después del tratamiento (dia 15)
con extracto metandlico de Tridax procumbens (raiz); B: Evolucion del tamafio de las
Ulceras con las diferentes dosis.
En un estudio previo, la inyeccién intraperitoneal de 20 mg Kg/dia del extracto metandlico
de T. procumbens mostré una tendencia a reducir el desarrollo de lesiones cutaneas en

ratones CD-1 infectados con L. (L.) mexicana en comparaciéon con el grupo control
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(Gamboa-Ledn et al., 2014). Por el contrario, en este estudio, la reduccion significativa del
tamafio de la Ulcera se observé con la administracién oral de 40 mg/Kg/dia al término del
tratamiento (dia 15) (Figura 2.3).

dia 0 dia 15

dia 0 dia 15 dia 21

Figura 2.3. Evolucion de ulceras en ratones BALB/c infectados con
Leishmania (Leishmania) mexicana. A: Dosis 40 mg/Kg/dia de extracto
metanolico de Tridax procumbens; B: grupo control con disolucién salina.
La diferencia en el efecto de T. procumbens sobre las lesiones cutaneas causadas por L.
(L.) mexicana pudiera atribuirse a las diferencias en el sitio de inoculacién de los parésitos,
la via de administracion y la cepa del ratdbn empleada, asi como al efecto dosis dependiente
sefialado en el estudio realizado por Yaduvanshi et al. (2011), donde el aumento de la dosis

de T. procumbens exhibio propiedades anti cicatrizantes en lesiones dérmicas.

Nuestros resultados sugieren que la dosis de 40 mg/Kg/dia del extracto metandlico de T.
procumbens podria estudiarse mas a fondo para investigar su potencial actividad
leishmanicida y cicatrizante.

Respecto al grupo tratado con extracto acuoso de A. sativum, no se observaron diferencias
significativas (p = 0.2547) entre los tamafios de las Ulceras de las diferentes dosis y el grupo
control (Figura 2.4A), sin embargo, se pudo observar que los efectos asociados a las dosis
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de 20 y 40 mg/Kg/dia fueron muy similares (Figura 2.4B) mostrandose el menor tamario de

lesion entre estos grupos al término del tratamiento (dia 15).
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Figura 2.4. A: Tamafio de las Ulceras en ratones BALB/c después del tratamiento (dia 15)
con extracto acuoso de Allium sativum; B: Evolucién del tamafio de las Ulceras con las

diferentes dosis.

A pesar de ello, las lesiones aumentaron las siguientes dos semanas de terminado el

tratamiento (dias 21 y 28) alcanzando niveles similares a los otros grupos (Figura 2.5).
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dia 15

dia 0 dia 15 dia 28

Figura 2.5. Evolucién de Ulceras en ratones BALB/c infectados con

Leishmania (Leishmania) mexicana. A: Dosis 20 mg/Kg/dia de extracto

acuoso de Allium sativum; B: grupo control con disolucion salina.
En la Figura 2.5 se puede apreciar la reduccion del tamafio de la Glcera en el raton BALB/c
al concluir con el tratamiento de extracto acuoso de A. sativum (dia 15) con respecto al dia
0 (sin tratamiento). Posterior a esta etapa, la lesion volvio a aumentar su tamafio
considerablemente. Por otra parte, también se puede observar que la Ulcera del grupo
control, a pesar de ser mas pequefia al dia O respecto al grupo tratado, al dia 15 el aumento
de ésta era considerable comparada con la inicial.

La actividad leishmanicida in vivo de los extractos metandlico y acuoso de A. sativum ha
sido demostrada previamente. Gamboa-Leo6n et al. (2014) demostraron la reduccién de las
lesiones en el cojinete plantar de ratones CD-1 causadas por L. (L.) mexicana después de
la inyeccion intraperitoneal de 20 mg/Kg/dia (durante dos semanas) del extracto acuoso de

A. sativum.

Actualmente, la mayoria de los estudios referentes al tema evallan los extractos de A.
sativum sobre la hinchazoén del cojinete plantar, sin embargo, en este estudio evaluamos su
efecto sobre las Ulceras cutaneas, Ulceras muy similares a las que se producen en
pacientes. Si bien, es cierto que diferencias en la cepa de parasitos, tamafio y sitio del
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in6culo y la via de administracién pueden generar datos contradictorios, es necesario
realizar mas estudios para demostrar el potencial de los extractos de A. sativum, solos o en
combinacién con otros compuestos bioactivos, como una alternativa terapéutica para el

tratamiento de LCL. Para ello, se propone el empleo de la dosis via oral de 20 mg/Kg/dia.

Respecto al grupo tratado con el compuesto puro (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol, aislado
de T. procumbens, no se observaron diferencias significativas (p = 0.5523) entre los
tamafios de la Ulcera de las diferentes dosis administradas con respecto al grupo control
(Figura 2.6 A).
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Figura 2.6. A: Tamafio de las Ulceras en ratones BALB/c después del tratamiento (dia

15) con el compuesto (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol; B: Evolucién del tamafio de las

Ulceras con las diferentes dosis.
En la Figura 2.6B se observa que ninguna dosis permitié la reduccion significativa de las
lesiones respecto al grupo control. Sin embargo, durante el tratamiento con las dosis de 40
y 80 mg/Kg/dia, al menos un roedor logré resolver la Ulcera (Figura 2.7), lo que sugiere que

dichas dosis podrian tener un efecto farmacolégico sobre la LCL.
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dia 0 dia 15

dia 0 dia 15 dia 28

Figura 2.7. Evolucion de Ulceras en ratones BALB/c infectados con

Leishmania (Leishmania) mexicana. A: Dosis 40 mg/Kg/dia del

compuesto oxilipina; B: grupo control con disoluciéon salina.
En la Figura 2.7 se observa evidencia de la evolucion clinica de uno de los roedores curados
(dosis 40 mg/Kg/dia de oxilipina) respecto a uno del grupo control. En ella se aprecia cémo
la dlcera cerr6 completamente al dia 28 con respecto al dia 0, sin embargo, el borde
indurado de la lesion permanecio. De acuerdo con lo reportado por Andrade-Narvaez et al.
(2005), la mayoria de los amastigotes se ubican en el borde de la lesién, lo que sugiere que
el tratamiento con la oxilipina pudo haber logrado la cura clinica pero no parasitologica.
Estos mismos autores describen que el tamafio de la lesion en pacientes con LCL es
inversamente proporcional a la cantidad de parasitos presentes, por lo que nuestros
resultados podrian sugerir una posible propiedad cicatrizante del compuesto (3S)-16,17-
dideshidrofalcarinol. Esto pudiera estar muy relacionado con el reporte realizado por
Yaduvanshi et al. (2011), donde el empleo tépico del jugo de las hojas de T. procumbens
sobre heridas dérmicas en ratones suizos albinos estimulo la sintesis de colageno (paso
esencial para la curacion rapida de una herida), la proliferacion de fibroblastos y la
neovascularizacion de la zona dafiada. Hasta donde sabemos, este es el primer estudio
gue evalia el efecto de la administracion oral del compuesto puro (3S)-16,17-
dideshidrofalcarinol sobre las lesiones cutaneas causadas por Leishmania. Sin embargo,

34



CAPITULO I

se necesitan mas estudios que evallen tanto la carga parasitaria como el infiltrado celular
después del tratamiento para confirmar su actividad leishmanicida. Por tanto, en el presente
estudio se propone evaluar la dosis de 40 mg/Kg/dia, ya que es la dosis mas baja que

permitié la cura de las lesiones en al menos un ratén.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos durante esta primera fase del estudio, la dosis
terapéutica establecida para el extracto metandlico de T. procumbens (raiz) es de 40
mg/Kg/dia, mientras que para el compuesto (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol y el extracto

acuoso de A. sativum se propone probar 40 y 20 mg/Kg/dia, respectivamente.
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CAPITULO Il

EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD DE LOS EXTRACTOS Y LA OXILIPINA EN
EL CURSO CLINICO Y LA REDUCCION DE LA CARGA PARASITARIA

3.1 INTRODUCCION

Durante mas de 60 afios, el empleo de antimoniales pentavalentes contra la leishmaniosis
ha sido la terapia mas empleada. Una de las implicaciones de emplear estos farmacos,
entre otras, es que la cura en los pacientes tratados es clinica, pero no parasitoldgica, lo
que conlleva a la reaparicion de la infeccién pasado el tiempo (Andrade-Narvaez et al.,
2001). Por estos motivos, conocer la capacidad que tienen las nuevas moléculas en estudio
en eliminar completamente a los parasitos es atractivo para el disefio de nuevas
formulaciones leishmanicidas, siendo la cuantificacién de la carga parasitaria en tejidos

lesionados una de estas vias.
3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Animales, paréasitos e infecciéon de roedores con L. (L.) mexicana

Durante esta fase del estudio se emplearon roedores BALB/c hembras, adultas jévenes
entre 6 y 8 semanas de edad y peso entre 17-22 g. Sus condiciones de alojamiento y
alimentacion fueron descritas anteriormente en el Capitulo Il. De igual manera, en este
capitulo se describen las condiciones de cultivo de los parésitos y el tamafio de inéculo

empleado para la infeccién de los roedores con promastigotes de L. (L.) mexicana.

3.2.2 Evaluacion de las dosis terapéuticas de los extractos y la oxilipina y sus

combinaciones

Posterior a la inoculacion, todos los animales fueron examinados clinicamente durante ocho
semanas hasta la aparicion de las lesiones (4.03 + 0.15 mm de diametro). Luego, los
roedores se dividieron en siete grupos diferentes para su posterior estudio. Los grupos
comprendian las dosis terapéuticas del extracto metandlico de T. procumbens (raiz), el
extracto acuoso de A. sativum (bulbos), el compuesto puro (3S)-16,17-disdehidrofalcarinol,

la combinacion T. procumbens-A. sativum y oxilipina-A. sativum, asi como los controles
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positivos y negativos, Glucantime® y disolucidn salina, respectivamente. A partir del dia
uno de la administracion de los extractos, se realizé un seguimiento clinico de 4 semanas
para determinar la efectividad de las combinaciones. A los dias 7, 15, 21 y 28 se realizaron

mediciones del tamafio de la lesién con el software ImageJ.
3.2.3 Tomade biopsias y extraccion de ADN

Dos semanas después de haber concluido la administracion de los tratamientos y la
disolucion salina para el grupo control, los roedores fueron eutanizados con una sobredosis
de isoflurano. Las muestras de tejidos tomadas del sitio de la lesion se pesaron y
almacenaron a —20 °C en crioviales hasta su uso. EI ADN gendmico fue extraido a partir de
50-100 mg de tejido empleando el método de proteinasa K y fenol: cloroformo/alcohol
isoamilico (protocolo descrito en el Laboratorio de Inmunologia del CIR-UADY), seguido de
un paso de precipitacion con isopropanol. Las muestras se lavaron con etanol al 70%, se
secaron a temperatura ambiente y se resuspendieron con una disolucion de Tris/HCI/EDTA
(TE 1X). Posterior a este paso, se cuantificaron en un espectrofotbmetro UV-Vis (Thermo

Scientific NanoDrop) y se almacenaron a 4 °C hasta su empleo.
3.2.4 Determinacion de la carga parasitaria

La cuantificacién de la carga parasitaria se llevd a cabo mediante la generacién de una
curva estandar realizada a partir de ADN extraido de promastigotes de la cepa de referencia
MHET/MX/97/Hd18 de L. (L.) mexicana. Los parasitos se cultivaron en medio 199
suplementado con suero fetal bovino al 10% durante siete dias a 23 °C. Después de este
tiempo, los promastigotes en fase estacionaria se lavaron con PBS 1X y se ajustaron a una
concentracion final de 5 x 107 parasitos/mL. A partir de esta concentracion se realizaron

diluciones seriadas para obtener una curva de 1 x 10° hasta 1 parasito.

La amplificacion se llevé a cabo empleando el kit iTag™ Universal SYBR® Green Supermix
(BioRad) y los iniciadores JW11 (5-CCTATTTTACACCAACCCCCAGT-3) y JwW12 (5-
GGGTAGGGGGCGTTCTGCGAA-3’) a una concentracion final de 10 uM. La amplificacién
se realiz6 por triplicado en un volumen final de 10 pL (20 ng de ADN) bajo las siguientes
condiciones de reaccion: 50 °C por 2 min, 95 °C por 2 min, seguido por 40 ciclos de 95 °C

por 15 s,y 67 °C por 1 min. Para descartar la presencia de amplificaciones inespecificas se
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realizé el analisis de curva de disociacion a 95 °C por 15 s, 67 °C por 1 min 'y 95 °C por 15

s, con incrementos de la temperatura de 0.3 °C.

Se graficé el logaritmo de la cantidad de parasitos correspondiente contra el valor de Ct
(Cycle Treshold, por sus siglas en inglés) obtenido de la amplificacion por PCR en tiempo
real de cada dilucién. Con un analisis de regresion lineal se interpolaron los Ct obtenidos
de la amplificacién de las muestras de tejido tomadas de los ratones BALB/c de cada uno
de los grupos experimentales. Los resultados se expresan en niumero de parasitos en 20
ng de ADN.

3.2.5 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 empleando el software Graph Pad Prism 8.0.6. Se
determiné mediante la prueba Kolmogorov-Smirnov si los datos se ajustaban a una
distribucion normal. Ademas, se realizé un andlisis de varianza de una via (ANOVA) con
los valores de las medias + desviacion estandar. Los valores p menores a 5% fueron

considerados estadisticamente significativos (p < 0.05).
3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Posterior a la inoculacién, a partir de la semana ndmero cuatro, los roedores comenzaron
a presentar signos de LCL, enrojecimiento de la zona de inoculacion y posterior apariciéon
de una Unica Ulcera, redondeada, fondo limpio y con ausencia de linfangitis y adenopatia
(Andrade-Narvaez et al., 2017). No fue hasta la semana 8 que ya establecidas las lesiones
se comenzo con las administraciones de los diferentes tratamientos. Los analisis realizados

corresponden a los datos obtenidos para el dia 15.

El andlisis estadistico realizado a los datos obtenidos para todos los tratamientos
(incluyendo el control positivo) reveldé que sélo existen diferencias significativas entre el
tamafio de la lesion del grupo tratado con la oxilipina y el grupo control negativo (p = 0.0170)
(Figura 3.1A).
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Figura 3.1. A: Tamafio de las Ulceras en ratones BALB/c después de todos los tratamientos

(dia 15); B: Evolucion del tamafio de las Ulceras en el tiempo a diferentes tratamientos.
En la Figura 3.1B se puede observar claramente la disminucion del tamafio de la Ulcera del
grupo tratado con la oxilipina (dia 15) respecto al resto de los tratamientos. En este caso,
al concluir con la administracién del compuesto puro (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol, las
Ulceras tendieron a aumentar su tamafo (dia 28). Sin embargo, este aumento no fue
significativo en comparacion con los ratones administrados con los otros tratamientos.
Durante esta etapa, el grupo tratado con la oxilipina presenté al menos un roedor que

resolvié la lesion, correspondiéndose con los resultados obtenidos en la primera fase.

Respecto a la carga parasitaria, se observo que el grupo tratado con la oxilipina tuvo
diferencias significativas comparado con el grupo control (p = 0.0252). Sin embargo, se
encontré que las diferencias estan relacionadas con un aumento considerable de la carga
parasitaria, lo cual no fue esperado, puesto que en el capitulo anterior se mencioné que fue
precisamente en este grupo donde al menos un roedor logré resolver la lesiéon (Figura 3.2).
En este caso puntual, en el roedor se observa una re-epitelizacién o cicatrizacion del sitio
de la lesion. Este resultado se relaciona con lo reportado por Yaduvanshi et al. (2011),
donde los autores plantean las propiedades cicatrizantes del extracto de T. procumbens,
extracto donde el principio activo es la oxilipina. Referente a este tema se recomienda

continuar realizando mas estudios a fondo para obtener una respuesta mas certera.
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Tratamientos evaluados
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Figura 3.2. Carga parasitaria de lesiones de roedores
BALB/c infectados con Leishmania (Leishmania)
mexicana. *Diferencias estadisticamente significativas
respecto al grupo control.

Como se puede observar en la Figura 3.2, en los grupos tratados con Glucantime® vy la
mezcla oxilipina-Allium se aprecia una tendencia a disminuir la carga parasitaria respecto
al grupo control. Ambos tratamientos fueron los que mas disminuyeron la carga parasitaria
en los roedores, sin embargo, cuando comparamos esto resultados con los tamafios de
lesion obtenidos, vemos que no existe una relaciéon directa en ninguno de los casos. Los
resultados obtenidos guardan estrecha relacién con los reportados por Andrade-Narvaez et
al. (2005), en los cuales el andlisis de la correlacion entre las caracteristicas clinicas e
histopatoldgicas de la muestra estudiada arroj6 que existe una relacion inversamente
proporcional entre el tamafio de la lesion y la abundancia de amastigotes, lo que sugiere
gue en lesiones de LCL el mayor numero de parasitos se concentra en los bordes
eritematosos sobreelevados de las lesiones (Pearson, 2019), y no en el fondo de la Ulcera,
donde el tejido presenta células epidermales muertas producto de la necrosis (Valencia-
Tobdn, 2010).
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En cuanto al tamafio de las lesiones, este estudio revel6 que las mezclas de extracto
metandlico de T. procumbens y la oxilipina con el extracto acuoso de A. sativum no
presentan efectos satisfactorios en cuanto a la reduccion o disminucién del tamafio de las
Ulceras por la via de administracion empleada. Los resultados obtenidos para las mezclas
corresponden a valores de tamafo de la Ulcera similares a los obtenidos para el grupo
control negativo, al que sélo se le administré disolucién salina. En este caso, los resultados
obtenidos difieren de los reportados por Gamboa-Le6n et al. (2014). Como se mencioné
anteriormente, el cambio de la via de administracion, el esquema de tratamiento, la cepa
de parasito empleada, etc., pudiera cambiar o modificar el curso de la investigacion, lo que

pudiera estar ocurriendo en este caso.

El empleo de Glucantime® como control positivo, farmaco recomendado por la OMS como
droga de primera linea de tratamiento ante cualquier forma de leishmaniosis (Ribeiro-
Moreira et al., 2017), no mostré diferencias significativas en la reduccién del tamafio de las
lesiones con respecto a las del grupo control negativo. Diversos reportes manifiestan la
poca efectividad del Glucantime® en modelos murinos infectados con Leishmania spp.
(Nilforoushzadeh et al., 2008). Sin embargo, en humanos (dependiendo de la region) la
respuesta farmacoldgica es 100% efectiva, propiciando la cura clinica de todos los
pacientes tratados (Vargas-Gonzalez et al., 1999) y en este estudio pudimos observar que

desde el punto de vista de control del parasito si tuvo un efecto mas marcado.

Entonces, a modo de conclusibn podemos plantear que los grupos tratados con
Glucantime® y la mezcla oxilipina-Allium reflejan una tendencia a disminuir la carga

parasitaria con respecto al grupo control.
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CAPITULO IV

EVALUACION DE LOS CAMBIOS HISTOLOGICOS ASOCIADOS A LA
ADMINISTRACION DE LOS EXTRACTOS Y LA OXILIPINA EN RATONES
BALB/c

4.1 INTRODUCCION

La piel o tegumento, como también se le conoce, es considerado el érgano de mayor
extension en los animales. Esta consiste en una envoltura resistente, compleja y flexible
que permite delimitar anatbmicamente un cuerpo del medio ambiente. Dentro de las
principales funciones de la piel se encuentran la de barrera protectora contra gérmenes y
patégenos externos, termorregulacion, excrecion de sustancias téxicas y fotoproteccion,
ademas de mantener la hidratacion corporal restringiendo la pérdida de agua. En presencia
de piel normal se pueden distinguir las tres zonas por las que esta compuesta. Estas zonas
son, desde la parte mas externa a la interna, la epidermis, dermis e hipodermis (Figura 4.1)
(Jubb et al., 2016; Navarrete-Franco, 2003).

Figura 4.1. Diferentes zonas de tejido piel o tegumento:
1) epidermis, 2) dermis y 3) hipodermis (Bimedica, 2020).

La epidermis esta compuesta por células dendriticas y queratinocitos, éstos a su vez se

organizan en diferentes capas o estratos (Figura 4.2), que van desde la parte mas
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superficial a la més interna (cérneo, lucido, granuloso, espinoso y basal) (Navarrete-Franco,
2003).

Figura 4.2. Microscopia de las diferentes capas de la epidermis (tincion
con hematoxilina-eosina): 1) estrato cérneo, 2) estrato lucido, 3) estrato
granuloso, 4) estrato espinoso y 5) estrato basal (Megias et al., 2019).

Por su parte, la dermis, ubicada bajo la epidermis, se involucra en el mantenimiento y
reparacion de la piel al estar compuesta principalmente por colageno y fibras elasticas.
Ademas, la componen vasos sanguineos Yy linfaticos, nervios, células, las estructuras
anexas o apéndices de la piel (foliculos pilosos simples y compuestos, glandulas apocrinas
y ecrinas, glandulas sebaceas y musculo erector del pelo) y algunas células linfoides (Jubb
et al., 2016; Navarrete-Franco, 2003). Enseguida de la dermis se encuentra la hipodermis,
también conocida como paniculo adiposo o tejido celular subcutdneo. La hipodermis se
caracteriza por contener tejido conjuntivo laxo y se encuentra adyacente o seguida por el
tejido muscular liso (Navarrete-Franco, 2003). En la Figura 4.3 se pueden observar las

diferentes capas anteriormente mencionadas.
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Figura 4.3. Microscopia de tejido de la piel normal (tincion hematoxilina-

eosina): 1) dermis, 2) glandulas sebéaceas, 3) foliculo piloso y 4) hipodermis

(Megias et al., 2020).
La histologia, anatomia microscopica 0 micro anatomia, son algunos de los términos
empleados para denominar a la disciplina de la biologia que examina los tejidos de
organismos a través de un microscopio para conocer sus estructuras y sus funciones

(Raffino, 2020).

Por lo general, para la visualizacion histolégica de tejidos se requieren técnicas de tincién
especificas que involucran sustancias fijadoras de tejidos y colorantes que facilitan la
visualizacién de cada una de las estructuras. Un ejemplo de esta técnica es la tincién con
hematoxilina-eosina. Esta tincidn es una de las mas empleadas en la microscopia o6ptica,
es de tipo permanente y su mecanismo de accién se basa en la afinidad entre la eosina con
propiedades &cidas y las proteinas del citoplasma, tifiéndolas de color rosado, mientras que
los nacleos se tifien de color azul oscuro o violeta intenso debido a las propiedades basicas

de la hematoxilina y su afinidad por las estructuras nucleares (Jubb et al., 2016).

En la leishmaniosis, la histologia es una herramienta bésica y clave para su estudio. El
poder visualizar y conocer detalladamente las propiedades de un organismo en condiciones
normales y en presencia de patologias posibilitan brindar informacién sobre su evolucion,

posible diagnéstico y mecanismos de accion de moléculas y farmacos (Raffino, 2020).
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4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Tomade muestras y tincibn con hematoxilina-eosina

Concluida la etapa de seguimiento clinico, posterior a la administracion de los tratamientos,
se practico la eutanasia de los roedores como se describe en el Capitulo Ill. Una porcién
de la lesion fue tomada y almacenada en formol al 10% hasta su procesamiento. Posterior
a este procedimiento, las muestras fueron procesadas y deshidratadas para luego ser
embebidas en parafina. Este paso posibilitd la realizacion de los diferentes micro cortes

histologicos, la fijacion en los portaobjetos y la tincion con los reactivos hematoxilina-eosina.

El primer paso de la tinciéon consistié en desparafinar los diferentes cortes y luego tefir
durante un minuto con el reactivo hematoxilina. Seguido, se lavo y se diferencio la muestra
para posteriormente ser tefiida con eosina durante 30 s (lvyRoses, 2003). Una vez secas
las laminas, se observaron bajo el microscopio 6ptico en busqueda de patrones histolégicos
caracteristicos de LCL (necrosis, granulomas, infiltrado inflamatorio, amastigotes

extracelulares, entre otros).
4.2.2 Andlisis histoldgico

El andlisis histoldgico se realiz6 empleando un microscopio 6ptico Nikon Eclipse E600 con
objetivos de 4x, 10x, 20x, 40x y 100x. El analisis realizado a la piel de los roedores se llevé
a cabo en las zonas epidermis y dermis en blsqueda de determinados patrones
histologicos. En la epidermis se determiné la presencia de hiperqueratosis (engrosamiento
del estrato corneo y aumento de queratina), que a su vez se divide en ortoqueratosis
(ausencia de nucleos en las células del estrato cérneo) y paragueratosis (presencia de
ndcleos en las células del estrato corneo), acantosis (aumento en la proliferacién celular),
espongiosis (visualizacion de los desmosomas), ademas de Ulceras, necrosis y bacterias.
Por otra parte, se analiz6 la dermis en busqueda de granulomas (acumulacion de células
inflamatorias), infiltrado inflamatorio (invasion de linfocitos y macréfagos), y la presencia de
amastigotes extracelulares, eosinofilos, necrosis, Ulceras y bacterias (Neira et al., 2019;
Jubb et al., 2016).

Los resultados obtenidos en el andlisis se expresaron en ausente (-), leve (+), moderada

(++) y grave (+++), teniendo en cuenta una escala semicuantitativa de acuerdo con el
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namero de campos afectados a 4x (0%, < 30%, = 30, <50% y = 50%, respectivamente), de

acuerdo con el reporte realizado por Lago et al. (2019).
4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Un total de 36 muestras por triplicado fue analizado durante esta etapa del proyecto. Todos
los grupos de roedores evaluados en este estudio mostraron alteraciones morfologicas
tanto en la epidermis como en la dermis, observandose todos los patrones histolégicos

anteriormente mencionados a excepcion de los granulomas.

De manera general, las alteraciones observadas en la epidermis se caracterizaron por la
presencia leve de acantosis, espongiosis, para y ortoqueratosis, Ulceras, necrosis y
bacterias, principalmente, con una distribucion ademés variable, de focal a difusa. En el
Cuadro 4.1y Figura 4.4 se puede observar la distribucion y presencia de estas alteraciones,

respectivamente.

Cuadro 4.1. Patrones histologicos hallados en epidermis (E) de roedores BALB/c
infectados con Leishmania (Leishmania) mexicana. Se representa la intensidad de las
apariciones [ausentes (-), leve (+), moderada (++) y grave (+++)], por grupos.

Grupos tratados
Patron Control A T. Tridax- Ao Oxilipina- .
histologico Negativo  sativum @ procumbens  Allium Oxlll_plna Allium Gluca_ntlme
n=6 n=5§
n=5 n=4 n=6 n=5 n=>5

Acantosis + + + + + + +

Espongiosis + + + + + + +

Paraqueratosis - - + - - - -

E Ortogqueratosis + + = + + + +
Bacterias - - + - - - -
Necrosis + - = + + c +

Ulceras ++ + + + + + ++
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Figura 4.4. Espectro de cambios histolégicos visualizados en epidermis de ratones
BALB/c infectados con Leishmania (Leishmania) mexicana. A) acantosis, B) espongiosis
(flecha negra), ortoqueratosis (flecha roja), C) paraqueratosis, D) necrosis (flecha negra),
infeccién bacteriana (flecha amarilla) y E) Ulcera. Observados bajo microscopio 6ptico,
objetivo 40x. Tincién hematoxilina-eosina.

Por otra parte, las alteraciones histologicas observadas en la zona de la dermis de todos
los grupos tratados (incluyendo controles) estuvieron caracterizadas por la presencia leve
a moderada de bacterias. Ademas, en todas las muestras evaluadas se identificé la
presencia de necrosis y Ulceras graves con distribucion focal y difusa. Se pudo distinguir
también un infiltrado inflamatorio de intensidad verséatil (leve a moderada), con infiltracion
masiva de eosindfilos, amastigotes extracelulares y macrofagos vacuolados muy
infectados de amastigotes. En todos los casos evaluados no se evidencio la presencia de
granulomas, cambios en los foliculos pilosos ni glandulas sebaceas (Cuadro 4.2). En la
Figura 4.5 se pueden observar los patrones histolégicos identificados en la zona dérmica.
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Cuadro 4.2. Patrones histolégicos encontrados en dermis (DE) de roedores BALB/c
infectados con Leishmania (Leishmania) mexicana. Se representa la intensidad de las
apariciones [ausentes (-), leve (+), moderada (++) y grave (+++)], por grupos.

Grupos tratados
Patron Control A. T. Tridax- Oxilipina Oxilipina- Glucantime
histologico Negativo sativum  procumbens | Allium _p Allium _
n==6 n=3
n=5 n=4 n==6 n=>5 n=5
++ +
Linfocitos ++ ++ ++ ++ ++
Eosinofilos + + + = + + +
h_lacr:']fagas ++ ++ ++ ++ ++ + ++
infectados
Amastigotes ++ +++ ++ ++ ++ + ++
DE | extracelulares
Granulomas - - - - - B B
Ulceras +++ +++ ++ +++ +H +++ ++++
Necrosis +++ + + - + + +++

Bacterias - = = = - - -

Figura 4.5. Patrones histolégicos observados en la zona dérmica de ratones BALB/c
infectados con Leishmania (Leishmania) mexicana. A) bacterias, B) necrosis, C) Ulceras, D)
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infiltrado inflamatorio: eosindfilos (flecha negra), linfocitos (flecha roja), amastigotes

extracelulares (flecha azul), macréfagos vacuolados infectados con amastigotes (flecha

café). Observados bajo microscopio éptico, objetivo 40x. Tincidn hematoxilina-eosina.
Como se mencion6 anteriormente, los cambios histolégicos observados en las zonas de la
dermis y epidermis son similares en todos los grupos de roedores tratados, incluyendo los
controles positivo y negativo. Los cambios en los patrones histologicos descritos en la piel
de los roedores corresponden con los reportados por Ramos-Martinez et al. (2013), en
roedores BALB/c infectados con L. (L.) mexicana en el cojinete plantar, bajo tratamiento
farmacologico con 1a,25(0OH).Ds (vitamina D3). En este estudio, ademas, los BALB/c
presentaron la misma composicién celular en la dermis, exceptuando la presencia de

neutrdfilos.

Tanto en el estudio realizado por Ramos-Martinez et al. (2013) como en el presente se
describe un infiltrado inflamatorio con presencia de eosindfilos, macréfagos parasitados con
amastigotes intracelulares y grandes superficies de necrosis. Estas descripciones
confirman lo reportado para roedores BALB/c, modelo murino ampliamente empleado en el
estudio de la LCL causada por L. (L.) mexicana, debido a su marcada susceptibilidad (Falu
et al., 2009).

Fala et al. (2009) también reflejan en su investigacién una gran respuesta inflamatoria y
gran cantidad de amastigotes en ratones BALB/c, correlacionandolo clinicamente con
progresivas y grandes tumefacciones. Ademas, se plantea que este modelo murino es
capaz de reflejar los rasgos clinicos e histopatoldgicos similares a los que se producen en

humanos durante la infeccién con dicha especie.

En las muestras evaluadas se identificé también la presencia de eosindfilos. Los eosindfilos
son un tipo de leucocitos que abundan en sitios de inflamacion causados por parasitos y se
encuentran en tejidos que tienen contacto con el exterior. Estas células son atraidas por
mediadores quimicos y sustancias quimioatrayentes liberadas durante el proceso
inflamatorio, lo que posibilita la liberaciéon de sus granulos sobre los parasitos y la accién
parasiticida (Lépez et al., 2017; Ramos-Martinez et al., 2013). Ademas, los eosindfilos
tienen la capacidad de regular mastocitos mediante la neutralizaciéon de las enzimas que

producen, evitando la inflamacién excesiva.
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En el presente estudio se determiné la presencia de elevadas cantidades de macréfagos
infectados en todos los grupos evaluados, incluyendo los grupos controles. En cepas de
animales susceptibles a especies de Leishmania spp., causantes de leishmaniosis cutanea,
es conocido que los macrofagos son los principales reservorios y los responsables a su vez
de la eliminacién del parasito mediante mecanismos microbicidas que involucran la
produccién de ON por la enzima 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) (Ramos-Martinez et
al., 2013; Cortez et al., 2011).

A pesar de este mecanismo, en nuestro trabajo se identifico la presencia abundante de
macrofagos infectados tanto en animales tratados con los extractos y sus mezclas como en
los animales bajo la administraciéon de disolucién salina. Esto pudiera sugerir que el efecto
inmunomodulador que producen los extractos (Beck et al., 2018; Ghazanfari et al., 2006)
no afecta la supervivencia del parasito.

Por otra parte, Jubb et al. (2016) plantean el concepto sistema inmune de la piel y en él
agrupan a las células asociadas a la respuesta inmune especifica de la piel. Estas células
claves son los queratinocitos, las células de Langerhans, la unidad perivascular dérmica y
las células T que se dirigen a la piel. Los autores plantean que los queratinocitos producen
citocinas inflamatorias, factores quimiotacticos y moléculas de adhesion que a la larga
producen un efecto proinflamatorio inespecifico y regulador positivo. Ademas, creen que
las células de Langerhans pueden atrapar antigenos en la zona epidérmica, migrar a los

ganglios linfaticos regionales y presentarlos a las células T.

La unidad perivascular dérmica compuesta por monocitos, células dendriticas tisulares,
mastocitos, macrofagos y células T permite la liberacién de IL-1 y TNF-a por parte de los
queratinocitos dafiados, promoviendo la adhesion de leucocitos circulantes. Este efecto
proinflamatorio y regulador de los queratinocitos prepara la dermis para una actividad
inmunolégica especifica, mientras que las células de Langerhans presentadoras de
antigenos que migran inducen la expansion de linfocitos especificos en los ganglios
linfaticos que posteriormente drenan la piel, lo que pudiera explicar los resultados obtenidos

para el grupo bajo la administracion de disolucién salina en este estudio (Jubb et al., 2016).

Rosas et al. (2005) también plantean que diversos estudios con L. (L.) mexicana han

demostrado que factores como el numero de parasitos y la via de infeccion juegan un papel
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fundamental en la regulacion de la respuesta inmunitaria del huésped y en el curso de la
infeccidn. Los BALB/c pueden desarrollar una respuesta de tipo Thl y resolver las lesiones
en la almohadilla plantar; sin embargo, cuando son infectados en la rabadilla, que es la
parte superior afeitada de la pata trasera derecha, desarrollan una respuesta de tipo Th2

donde se reclutan macrofagos y se desarrollan grandes lesiones llenas de parasitos.

Como conclusién, los cortes histologicos de piel de todas las muestras analizadas
presentan un patrén caracterizado por la presencia de espongiosis, necrosis, bacterias,
acantosis, Ulceras e hiperqueratosis en la zona epidérmica, mientras que en la dermis se
evidencio6 la presencia de infiltrado inflamatorio difuso compuesto por eosindfilos, linfocitos
y macréfagos vacuolados infectados con amastigotes, ademas de Ulceras, bacterias y
necrosis. Esto sugiere que los tratamientos y sus combinaciones pueden presentar una
actividad inmunomoduladora, pero no la suficiente para eliminar los parasitos de

Leishmania.
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CAPITULO V

ANALISIS DE EXPRESION DE IFN-y PARA EVALUAR LA RESPUESTA INMUNE
ASOCIADA A LA ADMINISTRACION DE LOS EXTRACTOS Y LA OXILIPINA
POR VIA ORAL

5.1 INTRODUCCION

La eliminacién satisfactoria de parasitos de Leishmania spp. depende en gran medida de la
accion coordinada y eficiente del sistema inmunoldgico del organismo infectado (Gupta et
al., 2013). Durante muchos afios se han empleado modelos murinos en la investigacion
contra la leishmaniosis, los que han aportado importantes conocimientos acerca de los

mecanismos inmunoldgicos desarrollados contra esta enfermedad (Vidal-Cagigas, 2003).

Existen dos grupos principales de modelos murinos empleados en las investigaciones
relacionadas con Leishmania spp., los resistentes y los susceptibles. Para el primer caso,
donde se encuentra la cepa C57BL/6, se reportan lesiones en la piel que curan
espontaneamente (Diaz et al., 2003). En este grupo la respuesta inmune reportada es de
tipo Thl, donde la produccion de IFN-y es elevada, asi como los niveles de ON (Gamboa-
Ledn et al., 2014). El IFN-y promueve el control de los parasitos mediante la activacion de
macroéfagos infectados (principales células hospederas), desencadenando mecanismos
microbicidas (Scorza et al., 2017), como la produccién de ON mediante la enzima iNOS, lo
gue conlleva a la destruccion de los parasitos intracelulares (Ramos-Martinez et al., 2013;
Vidal-Cagigas, 2003; Diaz et al., 2003).

Por otra parte, en cepas susceptibles como BALB/c, las lesiones producidas en la piel son
de tipo crénicas y progresivas que no curan espontaneamente. La respuesta inmune
reportada para esta cepa murina es de tipo Th2, donde la produccion de interleucinas IL-4
e IL-10 predominan (Vidal-Cagigas, 2003). Diaz et al. (2003) reportan que estas
interleucinas acttan inhibiendo la produccion de ON mediante la reduccién de iINOS, lo que

propicia la supervivencia del parasito y la progresion de la enfermedad.

El conocimiento de los mecanismos de defensa desarrollados por los mamiferos ante esta

infeccion es una de las principales estrategias para poder combatirla (Loria-Cervera et al.,
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2014). En el caso de la cepa murina BALB/c, el empleo de sustancias inmunomoduladoras
como el extracto acuoso de A. sativum, ha demostrado resultados positivos en la induccién
de la respuesta Thl, aumentando los niveles de IFN-y, la produccién de ON por parte de

macrofagos activados y por ende el control de la enfermedad (Gamboa-Ledn et al., 2014).

En el presente capitulo se presenta la evaluacion de IFN-y asociado a la administracion del
extracto metandlico de T. procumbens, el extracto acuoso de A. sativum, el compuesto (3S)-
16,17-dideshidrofalcarinol y sus combinaciones mediante el andlisis de expresion a través

de la técnica reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR).
5.2 MATERIALES Y METODOS
5.2.1 Tomade biopsias y extraccion de ARN

Finalizado el tratamiento, los roedores fueron eutanizados bajo las mismas condiciones
descritas en el capitulo anterior. Las muestras de tejidos del sitio de la lesion se pesaron y
almacenaron a —70 °C en crioviales hasta su uso. La extraccion del ARN total a partir de 50
mg de tejido se llevd a cabo empleando TRIzol, seguido de una precipitacion con
isopropanol y un lavado con etanol al 75% y 100%. Posterior a este paso, las muestras se
secaron a temperatura ambiente y se eluyeron con agua estéril (grado biologia molecular).
La integridad del ARN extraido se comprobdé mediante una electroforesis con gel de
agarosa al 2% y bromuro de etidio (5 pg/mL). Todas las muestras se trataron con DNasa (1

U/uL) y se cuantificaron con espectrofotometro UV-Vis (Thermo Scientific NanoDrop).
5.2.2 Expresién de citocinas mediante PCR- tiempo real

El ARN (200 ng) fue transcrito reversamente a ADNc empleando el kit comercial “Improm-
Il Reverse Transcription System” (Promega, # Cat. A3800) siguiendo las instrucciones del
fabricante. El ADNc obtenido se diluyé 1:5 en un volumen final de 100 L, el cual se alicuotd
y se almacend a —20 °C hasta su uso. Para el andlisis de expresion del gen INF-y se
emplearon los iniciadores Fw (5-TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA-3) y Rv (3-
TGGCTCTGCAGGATTTTCATG-5'), y se llevé a cabo una PCR en tiempo real utilizando 1
uL de ADNc en un volumen final de reaccién de 10 pL, empleando el kit comercial iTagq™

Universal SYBR® Green Supermix (BioRad) y 1 uL de cada iniciador delantero y reverso.
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La amplificacion se realizé por triplicado utilizando el equipo StepOne (Applied Biosystems)
bajo las siguientes condiciones de reaccién: 90 °C 30 s, seguido de 40 ciclos de 95°C 15 s
y 63 °C 1 min. La curva de disociacién para el analisis de los productos de amplificacion fue
95 °C 15 s, 63 °C 1 min con incrementos de la temperatura de 0.3 °C. La nhormalizacién de
los datos se realiz6 empleando el gen enddgeno 18s utilizando los iniciadores Fw (5'-
ACCGCAGCTAGGAATAATGGA-3) y Rv (3-GCCTCAGTTCCGAAAACCA-5’), donde se
obtuvo los valores de ACt que fueron utilizados para realizar el andlisis estadistico y
comparar la expresion relativa de los genes en cada uno de los grupos de estudio, puesto
gue el ACt es inversamente proporcional a la cantidad de ADN inicial en cada reaccion.

5.2.3 Anélisis estadistico

El andlisis estadistico se desarrollé con el software Graph Pad Prism 8.0.6. Mediante la
prueba Kolmogorov-Smirnov se determind si los datos se ajustaban a una distribucion
normal. Ademas, se realiz6 un analisis de varianza de una via (ANOVA) con los valores de
las medias + desviacion estandar. Los valores p menores a 5% fueron considerados

estadisticamente significativos (p < 0.05).
5.3 RESULTADOS Y DISCUSION

En organismos resistentes a parasitos de Leishmania spp. el IFN-y es una de las moléculas
responsables de la activacion de macréfagos. Esto en gran medida propicia la expresion de
iINOS, la cual induce la produccién de ON y por tanto la eliminacion de los parasitos (Loria-
Cervera et al., 2014). En el presente capitulo se realizé la cuantificacion relativa de IFN-y a
partir de muestras de piel de ratones BALB/c infectados con L. (L.) mexicana. En la Figura
5.1 se observan los niveles de IFN-y obtenidos para cada grupo de trabajo evaluado bajo

la administracion de los diferentes tratamientos.
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Figura 5.1. Niveles de IFN-y en lesiones de BALB/c
infectados con Leishmania (Leishmania) mexicana,
semana 4 postratamiento. *El grupo tratado con T.
procumbens demostré diferencias estadisticamente
significativas respecto al grupo control.

El andlisis estadistico realizado a las muestras evaluadas arrojo diferencias
estadisticamente significativas en el grupo tratado con T. procumbens (p = 0.0451) respecto
al grupo control. Igualmente, en el grupo tratado con la mezcla Tridax-Allium se observa

una tendencia a aumentar los niveles de expresion de IFN-y. En ambos grupos los niveles

de IFN-y expresados fueron mas elevados que en el resto de los tratamientos analizados.

En funcibn de lo planteado, diversos reportes cientificos avalan la actividad
inmunomoduladora de T. procumbens. En su estudio, Tiwari et al. (2004) hacen referencia
a la accién inmunoestimulante del extracto acuoso de T. procumbens tanto en la respuesta
humoral como en la celular. Los autores mencionan que el extracto de T. procumbens
mejora y aumenta la hemaglutinacion del titulo de anticuerpos, asi también es capaz de
aumentar la infiltracion de macréfagos en el sitio de inflamacion mediante una reaccion de

hipersensibilidad de tipo retardada.
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De acuerdo con lo observado en la Figura 5.1, los niveles de expresién de IFN-y para el
resto de los grupos son muy similares entre ellos y bajos, lo que no se corresponde con
reportes de autores que evallan sustancias inmunomoduladoras como A. sativum en

ratones BALB-c infectados con Leishmania spp.

Se conoce que la cepa murina BALB/c, cepa susceptible frente a la infeccién por L. (L.)
mexicana, desarrolla una respuesta inmune de tipo Th2, donde las citocinas que
predominan son la IL-4 e IL-10. Estas citocinas suprimen la produccion de IFN-y, y, por
ende, la activacién de macrofagos y la produccion de ON mediante la reduccion de iNOS,
lo que favorece la replicacién y supervivencia de los parasitos. Sin embargo, en este estudio
se esperaban valores mas elevados debido a la administracion de sustancias
inmunomoduladoras, puesto que Gamboa-Ledn et al. (2007) reportaron que el extracto
acuoso de A. sativum logré un aumento notable en la produccion de IFN-y por parte de las
células T extraidas de bazo y un cambio de la respuesta Th2 hacia la Thl, estimulando la
produccion de ON por parte de los macréfagos activados, favoreciendo en gran medida la

eliminacion de los parasitos.

De acuerdo con lo reportado por Rosas et al. (2005) diversos factores como el numero de
parasitos inoculados y la via de infeccién juegan un papel fundamental en la regulacion de
la respuesta inmunitaria del huésped. En el reporte, los autores plantean que los roedores
BALB/c despliegan una respuesta Thl y desarrollan lesiones menos graves después de la
infeccidn en la almohadilla plantar, mientras que en infecciones en la rabadilla las lesiones

no cicatrizan y se observa una respuesta de tipo Th2.

Las diferencias existentes entre el estudio realizado por Gamboa-Leo6n et al. (2014) y el
presente estudio pudieran justificar porqué no se observé la respuesta inmunomoduladora
tipo Thl del extracto acuoso de A. sativum esperada. En el estudio de Gamboa-Ledn et al.
(2014) el sitio de inoculacién fue el cojinete plantar, el tamafio de inéculo fue de 1 x 10°
parasitos, la via de administracion de los extractos fue intraperitoneal y la medicion de las
citocinas fue a partir de linfocitos CD3 de bazo, mientras que en el presente estudio se
inocularon 2.5 x 10° parasitos en la parte superior de la pata trasera derecha, la via de
administracién de los tratamientos fue oral y la medicion de citocinas fue a partir de una
fraccion de tejido de la lesion. Teniendo en cuenta todo lo antes mencionado, se recomienda

realizar el analisis de expresion de otras citocinas, tanto proinflamatorias como
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antinflamatorias, para tener una idea mas certera acerca de la actividad de los extractos y

la respuesta inmunoldgica de los roedores ante éstos.

A modo de conclusién, exceptuando el grupo tratado con el extracto metanodlico de T.
procumbens, los niveles de IFN-y observados en los roedores fueron bajos, lo que
concuerda con la respuesta de tipo Th2 reportada para BALB/c infectados con L. (L.)

mexicana.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS
6.1 CONCLUSIONES GENERALES

La dosis terapéutica establecida para el extracto metandlico de T. procumbens (raiz) y para
el compuesto puro (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol fue de 40 mg/Kg/dia, mientras que para
el extracto acuoso liofilizado de A. sativum fue de 20 mg/Kg/dia.

El tratamiento con el compuesto puro (3S)-16,17-dideshidrofalcarinol a la dosis de 40
mg/Kg/dia resulté ser efectivo, ya que logré la cura clinica de al menos un roedor infectado

con L. (L.) mexicana.

Los tratamientos con el medicamento Glucantime® y la mezcla oxilipina-Allium fueron los
mas activo, pues se observé una tendencia a disminuir la carga parasitaria con respecto al

grupo control negativo.

El patrén histolégico de todas las muestras analizadas esta caracterizado por la presencia
de espongiosis, acantosis, Ulceras e hiperqueratosis en la zona epidérmica, mientras que
en la dermis, ademas de la presencia de Ulceras, bacterias y necrosis, se evidencid infiltrado
inflamatorio difuso compuesto por eosinéfilos, linfocitos y macréfagos vacuolados
infectados con amastigotes, lo que indica una respuesta inmunomoduladora por parte de

los tratamientos, pero no la suficiente como para eliminar los parasitos.

Los niveles de IFN-y observados en los roedores, exceptuando al grupo tratado con T.
procumbens fueron bajos, indicando una respuesta inmunolégica de tipo Th2, una
respuesta reportada para BALB/c infectados con L. (L.) mexicana, la cual no es suficiente

para eliminar los parasitos.
6.2 PERSPECTIVAS

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, las perspectivas son las

siguientes:
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Evaluar otras vias de administracion de los extractos y el compuesto puro oxilipina,

ademas de otros vehiculos.

Se recomienda evaluar otras dosis y realizar otros estudios fisicoquimicos con el fin
de mejorar la solubilidad del extracto metandlico de T. procumbens y el compuesto

puro oxilipina.

Evaluar otros sistemas de liberacion de sustancias como nanopatrticulas, liposomas
y microencapsulacion, entre otros, en aras de dirigir las moléculas al sitio de accion

y por ende obtener un mejor resultado.

Se recomienda continuar el estudio preclinico del compuesto oxilipina, asi como,

evaluar su actividad cicatrizante.

Realizar un andlisis de expresion de citocinas mas amplio empleando citocinas

inflamatorias y proinflamatorias.
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