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1.1.2 ENFERMEDAD DE CHAGAS

1.1.2.1 EPIDL....OLOGIA

La enfermedad de Chagas o tripanosomia: americana es uno de los problemas de
salud publica mas importantes en el continente Americano; esta enfermedad se
distribuye principalmente desde el sur de Estados Unidos hasta Argentina ** “hile; sin
embargo, en las Ultimas décadas se ha detectado en Canada y en paises de Europa 'y
del Pacifico, debido principalmente a la movilidad de la poblacién entre América Latina
y el resto del mundo (WHO, 2014).

Actualmente se estima que existen 25 millones de personas en riesgo de contraer la
enfermedad de Chagas. . cionalmente, se calcula que cerca de 7 a 8 millones de
personas estan infectadas con Trypanosoma cruzi (T. cruzi) y que de 6 a 8 millones
tienen o tendran alguna manifes!  4n clinica (WHO, 2014). En México se calcula que
existen mas de 1.7 millones de personas infectadas (Ramsey et al., 2014).

Aun cuando la transmision del parasito se ha controlado en la mayor parte de América
del Sur, la enfermedad contintia siendo endémica en diversas regiones de México; en
todos los estados de la Reptblica Mexicana se han reportado casos con enfermedad
de Chagas y en la Peninsula de Yucatan se han detectado tasas de seroprevalencia
de 15.6% en la poblacién en general, y de un 0.70% en donantes de sangre (Garcia-
Montalvo, 2011; Cruz y Pickering, 2006).

1.1.2.2 AGENTE CAUSAL Y SU CICLO DE VIDA

La enfermedad de Chagas es causada por Trypanosoma cruzi, un protozoario
hemoflagelado que presenta cuatro estadios morfoldgicos: epimastigote,
tripomastigote metaciclico, tripol stigote sanguineo y amastigote (Figura 1.1). El
tripomastigote metaciclico es la forma no replicativa, infectiva para el mamifero o
humano, presenta una forma alargada y mide aproximadamente de 20 a 25 ym de
longitud; el tripomastigote  1guineo es | forma infectiva para el insecto vector, que
se encuentra en la sangre circulante ¢ las personas o animales infectados,
especialmente en los periodos agudos o iniciales de la infeccién. Por otro lado, el
epimastigote es la forma replicativa, no infectiva para el humano o mamifero, y que se
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aproximadamente de 2 a 4 ym. Los parasitos se transmiten por la picadura de un
insecto vector del género Phlebotomus (en el Viejo Mundo) o Lutzomya (en el Nuevo
Mundo), cual se infecta al picar al hospedero vertebrado, ingiriendo sangre y linfa
que contiene amastigotes; el parasito pasa por el intestino del vector transformandose
en promastigotes metaciclicos infectivos que son transmitidos por la picadura a otro
huésped sano; en el interior del I s3ped los promastigotes son fagocitados por las
células mononucleares y pierden su flagelo transformandose en amastigotes, los
cuales se multiplican has provocar la lisis celular y la salida del a células
vecinas donde se repite el proceso (Figura 1.4) (Tay et a/., 2003).

Figura 1.4 Ciclo de vida de Leishmania spp (tomado: de:
http//www.madrimasd.org/gestion2006/img/noticias/leishmaniosis02-UAM.jpg.

1.1.3.3 MANIFESTACIONES CLINICAS

La leishmaniasis puede clasificarse en cuatro principales formas:

Leishmaniasis visceral. forma | s grave de la enfermedad, conocida también como
kala-azar, caracterizada por episodios irregulares de fiebre, pérdida de peso, lesiones
en higado, bazo, médula dsea y ganglios linfaticos, signos de anemia, oscurecimiento
de la piel y distensién abdominal con hepatoesplenomegalia. Se estima que cada afio
se producen en el mundo entre 200,000 y 400,000 nuevos casos de leishmaniasis
visceral, afectando principalmente a Bangladesh, Brasil, Etiopia, India y Sudan (WHO,
2014).
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Leishmaniasis cutanea: la forma mas comun caracterizada por la presencia de Ulceras
en las zonas expuestas del cuerpo, dejando cicatrices permanentes y discapacidades
graves. Aproximadamente un 95% de los casos de leishmaniasis cutanea se producen
en las Américas, la cuenca del Mediterraneo, el Oriente Medio y el Asia Central y
cerca de cada afio se producen en el mundo entre 0.7 y 1.3 millones de casos nuevos
(WHO,2014).

Leishmaniasis cuténea-difusa: los nédulos no se ulceran pero se dispersan
ampliamente por la piel y pueden dafar los tejidos profundos y producir lesiones
cronicas.

Leismaniasis mucocutdnea: conocida como espundia, sus signos iniciales son eritema
y ulceraciones en los orificios nasales, seguido de inflamacion destructiva que puede
extenderse hasta el septo nasal, perforandoio y desfigurando el rostro y bloqueando la
faringe o la laringe. Aproximadamente un 90% de los casos se producen en Brasil,
Bolivia y Pera (WHO, 2014; WHO, 2012; Tay et al., 2003; Desjeux et al., 2000).

La leishmaniasis cutanea y mucocutanea del Nuevo Mundo son causadas por
miembros de las especies de L. mexicana, L. amazonensis y L. braziliensis, mientras
que la leishmaniasis cutanea en el Viejo Mundo es causada por L. tropica, L. mayor y
L. aethiopica. La leishmaniasis visceral, es causada por L. donovani en Bangladesh,
China y Sudéan, por L. infantum en Africa y el sur de Europa, y por L. chagasi en
América Latina (WHO, 2012).

1.1.3.4 TRATAMIENTO

Actualmente el principal tratamiento para la leishmaniasis se basa en el uso de
antimoniales pentavalentes como el estibogluconato de sodio y el antimoniato de
meglumina; otros tratamientos alternativos incluyen la pentamidina, la anfotericina B y,
mas recientemente, la miltefosina (Figura 1.5). Sin embargo, estos farmacos, ademas
de ser muy costosos y de requerir tratamientos prolongados, producen efectos
secundarios adversos como mialgia, pancreatitis, insuficiencia renal, neuropatia,
cardiotoxicidad y se ha reportado un creciente nimero de cepas de Leishmania spp.
resistente a estas drogas, requiriendo el uso de farmacos mas toxicos. Por estas
razones, se enfatiza la importancia del descubrimiento de nuevos y mas efectivos
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1.1.4.3 MANIFESTACIONES CLINICAS

La sintomatologia de la malaria incluye fiet  dolor de cabeza, escalofrios y vémitos
gue generalmente aparecen 15 dias después de la picadura del insecto vector. Si la
malaria no es tratada puede causar la muerte debido a que hay una interrupcién del
suministro de sangre a los 6rgan vitales. Los nifos con malaria severa
frecuentemente desarroflan anemia severa, malaria cerebral, sindrome _ : dificultad
respiratoria aguda, falla renal y acidosis metabélica (WHO, 2014),

1.1.4.4 TRATAMIENTO

En la actualidad se cuenta con varios farmacos para el tratamiento de la malaria, entre
las que se incluyen las siguientes:

- Derivados quinolinicos: cloroquina, quinina (Figura 1.7), quinidina, amodiaquina,
mefloquina, halofantring, lumefantrinay ¢ naquina.

- Antifolatos: pirimetamina, sulfonamidas, dapsona, proguanil y la combinacion
pirimetamina-sulfadoxina (Fansida

- Derivados de la artemisinina: artemisinina (Figura 1.7), arteméter y artesunato.

- Antibiéticos: clindamicina, atovaquonay ftraciclinas.

Figura 1.7. Farmacos empleados para el tratamiento de la malaria: a) quinina, b) artemisina.

Sin embargo, hasta ahora ningui. . Je los farmacos antimalaricas actuan sobre todos
los estadios del ciclo vital del parasito para inhibirlo 0 matarlo; adicionalmente, se ha
reportado un creciente nimero de cepas resistentes a algunos de estos farmacos, e.g.
cepas de P. vivax y P. falciparum resistentes a la cloroquina, y cepas de P. falciparum
resistentes a quinina y a la combinacion de pirimetamina-sulfadoxina (WHO, 2014). En
los Ultimos afios se han detectado cepas del parasito resistentes a la artemisinina, y se
cree que un factor importante en la aparicién y propagacion de la resistencia es el uso
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sanguineo, pueden invadir higado, cerebro y pulmones (Figura 1.8) (CDC, 2010;
Rodriguez-Magallan, 1999).

l ]
Figura 18. Ciclo de vida de Entamoeba  histolytica  (tomado: de:
http//www.cdc.gov/parasites/amebiasis/biology.html).

1.1.5.3 MANIFESTACIONL., CLINICAS

La infeccion amebiana presenta un amplio espectro de manifestaciones clinicas:
diarrea, dolor de estomago, calambres estomacales, colonizacion asintomatica (hasta
en 90% de los casos), amebiasis intestinal (que va desde la colitis amebiana hasta la
peritonitis), y las amebiasis extraintestinales, entre las que se destacan las amebiasis
cutanea y el absceso hepatico (CDC, 2010; Gdmez et al., 2007).
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Como parte de un proyecto dirigido a la evaluacion de actividad biologica en extractos
crudos de plantas nativas de la Peninsula de Yucatan, como una estrategia para la
busqueda de nuevos farmacos. Recientemente se reportd la actividad tripanocida del
extracto de hojas de Serjania y atanensis, una planta nativa de la peninsula de
Yucatan; la purificacion biodirigida del extracto bioactivo de esta planta resulté en la
obten n de una mezcla de lupenona y 6xido de cariofileno con actividad tripanocida y
con capacidad para inhibir la salida de T. cruzi de células infectadas, aunque se
desconoce la manera en que se llevaa >0 esta inhibicidn (Polanco-Hernandez et al.,
2012).

Dada la actividad presentada por lamez  de lupenona y 6xido de cariofileno, en este
trabajo se planteé como objetivo general llevar a cabo la evaluacion de la actividad
antiprotozoaria (tripanocida, leishmanicida, antimalarica, antiamibiana y antigiardica)
de mezclas con diferentes proporciones de Ipenona y 6xido de cariofileno y para el
caso de T. cruzi determinar las potenciales proteinas blanco mediante estudios de
proteémica diferencial.
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se usa para el tratamiento de la dispepsia funcional y trastornos relacionados con la
motilidad (Wagner y Allescher, 2006). Se ha reportado también que la actividad
hemolitica de diferentes saponinas aumenta, mientras su citotoxicidad disminuye, al
ser combinadas con timol (Herrm  n y Wink, 2011).

Por ofro lado, se han realizado también estudios de sinergismo contra protozoarios,
reportandose que el metronidazol y el pamoato de pirantel actian de forma sinérgica
inhibiendo los trofozoitos de Giardia lamt y reduciendo el numero de parasitos
adheridos a células epiteliales intestinales in vitro (Hausen et al., 2011); asimismo, se
ha observado que mezclas de albendazol con fenilcarbamatos muestran sinergismo
contra Giardia intestinalis (Jiménez-Cardoso et al., 2004). Adicionalmente, en el 2010
se reportd que mezclas de metronidazol con zinc inhiben sinérgicamente el
¢ imiento y la viabilidad de >fozoitos de Entamoeba histolytica (Nequiz et al.,
2000). También se ha reportado el efecto sinérgico entre amiodarona y posaconazol y
entre aspirina y nifurtimox contra T. cnn = Veiga-Santos et al., 2012; Lopez-Mufioz et
al., 2010), asi como el efecto sinérgico de inhibidores de desaturasas de acidos grasos
contra T. cruzi (Alloatti et al., 2013); y que la combinacién de benznidazol con
ketoconazol actlia sinérgicamente para inhibir al parasito en la fase aguda de la
enfermedad de Chagas en ratones infectados con T. cruzi (Aradjo et al., 2000).
Asimismo, se ha demostrado que la piperina y la fenilamida de manera conjunta
inhiben el crecimiento de L. amazonensis (Ferreira et al., 2011) y que la combinacion
de nitazoxanida con anfotericina B y miltefosina presenta un efecto sinérgico aditivo
contra amastigotes de L. infantum (Mesquita et al., 2014). Se ha reportado también
que diferentes biguanidas interactuan sinérgicamente con la atovacuona para inhibir a
Plasmodium falciparum (Jones y Ward, 2002). Recientemente la terapia combinada ha
sido especialmente recomendada para la leishmaniasis visceral (Sundar vy
Chakravarty, 2013) y en la actu ad, para el tratamiento de la malaria, la OMS
recomienda terapias combinadas con artemisina (WHO, 2011).

Recientemente, la purificacion biodirigida del extracto de hojas de Serjania
yucatanensis, resulté en la obtenciéon de una mezcla de lupenona y Oxido de
cariofileno con actividad contra tripomastigotes de T. cruzi (Polanco-Hernandez et al.,
2012). Con base en lo anterior, en este dio se pretende confirmar el sinergismo de
lupenona y éxido de cariofileno contra diferentes protozoarios.
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Figura 1.12. Estructura del éxido de cariofileno

Recientemente se reportd que el 6xido de cariofileno es activo contra promastigotes y
amastigotes de L. amazonensis, sugiriendo que puede deberse a una disrupcién en
el potencial electroquimico de la membrana mitocondrial del parasito (Monzote et al.,
2014). También se han estudiado los efectos del 6xido de cariofileno en células
cancerigenas, observandose que este metabolito induce el incremento de especies
reactivas de oxigeno de mitoc  dJdria asociada con la induccién de apoptosis,
provocando pérdida del potencial ¢  membrana mitocondrial y liberacion del citocromo
C; asimismo se ha observado que el éxido de cariofileno inhibe la cascada de
sefializacion PISK/AKT/mTOR/S6F  (fosfatidilinositol 3 cinasa/proteina cinasa /diana
de rapamicina en células de mamifero/S6 cinasa 1) las cuéles son las principales vias
anti-apoptéticas que confieren supervivencia y resistencia de las células cancerosas
contra diversos agentes terapéuticos y que inhiben proteinas del ciclo celular (e.g.
ciclina D1) y proteinas asociadas a metastasis y angiogénesis (e.g. ciclooxigenasa 2
(COX-2) y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Kyung-Ran et al., 2011).

1.2.3 PROTEOMICA

En la actualidad, otra estrategia que se sigue para el desarrollo de nuevos
medicamentos es la proteémica, dirigida hacia la busqueda de nuevos blancos para el
disefio de farmacos.

La proteémica es el estudio y caracterizacién de todo el conjunto de proteinas de un
genoma expresadas en un momento y bajo condiciones especificas. Las diferentes
técnicas de protedbmica en conjunto con la bioinformatica permiten identificar,
cate( izar y clasificar las proteinas cc respecto a su funcién y a las interacciones
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expresadas en células MCF7 (linea celular de cancer de mama) tratadas con
diferentes farmacos (Hooven y Baird, 2008; Wang et al., 2007), o metabolitos
bioactivos como la curcuming; en este  imo caso se observé que las proteinas 3-
fosfoglicerato deshidrogenasa, proteina del reticulo endoplasmico ERP29 y el factor
activador de plaquetas acetilhidrolasa contribuyen en la actividad presentada por la
curcumina (Fang et al., 2011). Asimismo, al evaluar el efecto sinérgico del acido
retinoico con tamoxifén, se encontré6 que multiples grupos de proteinas estan
involucrados en la apoptosis inducida por la combinacién de los dos productos; estos
grupos incluyen proteinas que participan en la proliferacién o diferenciaciéon celular,
factores post-transcripcionales, proteinas involucradas en la produccién de energia,
proteinas de los sistemas internos de degradacion, entre otras (Wang et al., 2007).

Estudios de proteémica llevados a cabo para distinguir cambios en la expresion de
proteinas de células MCF-7 tratadas individualmente con benzopireno y dibenzopireno
y tratadas con mezclas de estos hidrocarburos aromaticos policiclicos, mostraron
alteraciones en la expresion de proteinas de choque térmico, actina, a-tubulina,
calmodulina; sin embargo, aunque compartieron similitudes en los cambios de
expresion de proteinas cada uno de los tratamientos presentd un unico perfil proteico
(Hooven y Baird, 2008).

Por otro lado, la aplicacién de la protedmica en la familia Trypanosomatidae, que incluye
a T.cruzi y Leishmania spp., es particularmente importante para el estudio global de la
expresion génica, asi como para identific  proteinas Unicas presentes en un estadio en
particular de! ciclo de vida del parasito o de un organelo especifico, para identificar
nuevos marcadores, para la busqueda de potenciales blancos farmacéuticos, para el
desarrollo de vacunas y para el descubrimiento de nuevos mecanismos especificos
relacionados con la biologia del parasito (Cuervo et al., 2010).

Ante la ausencia de vacunas eficaces contra la enfermedad de Chagas, el control de T.
cruzi depende en gran medida de  atamiento farmacolégico basado en medicamentos
usados desde el final de la década de 1960, con una alta tasa de efectos colaterales y
téxicos y con eficacia variable durante la fase crénica de la enfermedad. El conocimiento
sobre el genoma y el protecoma d agente causal de la enfermedad de Chagas es
esencial para desarrollar herramientas precisas y eficaces a corto y largo plazo que
permitan prevenir la transmisién (Lépez-Ordofiez et al., 2009). De esta forma, el
descubrimiento de proteinas necesarias para la sobrevivencia y la patogenicidad del
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2.3 MATERIALS AND METHODS
2.3.1. Lupenone and caryophyllene oxide

Commercial caryophyllene oxide (Sigma-Aldrich) and lupenone obtained from the
oxidation of commercial lupeol (Sigma-Aldrich) were used in all tests. Mixtures were
prepared by combining the two terpenoids in different proportions (1:0, 1:4, 2:3, 1:1,
3:2, 4:1 and 0:1; wiw).

2.3.2 Parasites and their growth conditions

Epimastigotes forms of the Tulahuen strain and blood trypomastigote forms of the H4
strain (isolated from a patient with Chagas’ disease in Yucatan, Mexico) of T. cruzi
were used in this study [12]. Epimastigotes were obtained from liver infusion tryptose
medium supplemented with 10% fetal bovine serum [13] and blood trypomastigotes
were obtained by successive infections of BALB/c mice.

2.3.3 Evaluation of the in vitro trypanocidal activity

The trypanocidal activity was assayed on epimastigotes of T. cruzi (Tulahuen strain).
Experiments were carried out using 96-well microplates containing 1 x 10°
epimastigotes/mL. The different proportions of mixture of lupenone and caryophyllene
oxide (1:0, 1:4, 2:3, 1:1, 3:2, 41, and 0:1), as well as the crude extract of S.
yucatanensis and the low-polarity (hexane) fraction obtained from the crude extract
[10,11] were dissolved in dimethylformamide (DMF, final solvent concentration no
greater than 1%) and were evaluated at 100, 50, 25 and 12.5 pg/mL. For each
experiment there were controls of parasites growing in the presence and absence of
DMF. The different mixtures and their corresponding concentrations were added to the
wells, and the plates were incubated at 28 °C for 72 h. All assays were performed in
duplicate. The activity was evaluated using the XTT colorimetric method, which is
based on the reduction of the sodium salt of 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfophenyl-2-H-
tetrazolium-5-carboxanilide) by mitochondrial dehydrogenases to produce formazan
crystals [14]; 50 uL of a solution of XTT/PMS (1mg/mL XTT)/ (0.001 mg/mL PMS) were
added to each well, and the plates were incubated for an additional 4 h. The plates
were read in an ELISA plate spectrophotometer at 450 nm. The activity is expressed as
ICso (pg/mL). Amphotericin B was used as positive control because this polyene
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the leaf extract of Serjania yucatanensis (Polanco-Hernandez et al., 2012a; 2012b);
similarly, we have demonstrated the synergism of a 1:4 mixture of lupenone and
caryophyllene oxide when tested in vitro for trypanocidal activity and in vivo against the
amastigote form of the parasite during the chronic phase of the infection (Polanco-
Hernandez et al., 2013). In the present study we have extended our evaluation to the
possible synergism of mixtures of lupenone and caryophyllene oxide when tested for
leishmanicidal activity against different Leishmania spp.

3.3 MATERIALS AND METHODS
3.3.1 Caryophyllene oxide and lupenone

Mixtures of commercial caryophyllene oxide and lupenone were prepared by combining
the two terpenoids in different proportions (1:0, 1:4, 2:3, 1:1, 3:2, 4:1 and 0:1; wiw).

3.3.2 Culturing of Leishmania spp. and cell lines

Promastigotes of L. amazonensis (MHOM/BR76/LTB012), L. braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903), L. mexicana (M5G, GFP expressing clone derived from
MNYC/BZ/62/M379), L. tropica (O5G, GFP expressing clone derived from
MHOM/SU/58/0D) and L. aethiopica (L8G, GFP expressing clone derived from
MHOM/ET/72/L100) were maintained in Schneider medium supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS) and 1X penicillin-streptomycin-glutamine. GFP expressing
parasites were maintained in the same medium as described above, but supplemented
with 700pg/mL G418 as previously reported (Parbhu-Patel et al., 2013).

Cell cultures of Vero celis were maintained at 37°C in Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) supplemented with 10% FBS, in 75-cm® growth flasks kept in a
humidified CO; (5%) incubator.

THP-1 cell line (ECACC No. 8808120) was routinely cultured at 37°C in a humidified
CO, (5%) incubator, at 2.5x10° cells/mL in complete RPMI medium supplemented with
10% FBS and 1X penicillin-streptomycin-glutamine.
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CAPITULO IV

LA ACTIVIDAD ANTIPROTOZOARIA DE LA MEZCLA DE TERPENOIDES
¢ES SELECTIVA PARA LA FAMILIA Trypanosomatidae?

DESCRIPCION DEL CAPIiTULO

La actividad antiprotozoaria de la mezcla de lupenona y dxido de cariofileno en
diferentes proporciones contra Giadia lamblia y Plasmodium falciparum mostraron que
no presentan actividad y que la mezcla de lupenona y 6xido de cariofileno (1:4) no
tiene efecto sinérgico contra estos protozoarios (ICso = 47.3 y 50 pg/mL para G.
lamblia y P. falciparum, respectivamente), sugiriendo con estos resultados, que la
mezcla de lupenona y 6xido de cariofileno (1:4) es Unicamente activa y especifica

para parasitos de la familia Trypanosomatidae que incluye Leishmania spp. y T. cruzi.
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To meet this aim, were used commercial caryophyliene oxide and lupenona (Sigma-
Aldrich). Mixtures were prepared by combining the two terpenoids in different
proportions (1:0, 1:4, 2:3, 1:1, 3:2, 4:1 and 0:1; w/w).

Mixtures of terpenoids were evaluated against Giardia lamblia: G. lamblia trophozoites
(1x10° parasites/mL) were resuspended in TYI-S-33 medium and placed in 96-well
microplates. The different proportions of mixture of lupenone and caryophyllene oxide
(1:0, 1:4, 2:3, 1:1, 3:2, 4:1 and 0:1), as well as the crude extract of S. yucatanensis and
the low-polarity (hexane) fraction obtained from the crude extract were prepared in
dimethylformamide and were evaluated at 100, 50, 25 and 12.5 pg/mL for 48h at 37°C.
Metronidazol was used as the reference drug. The inhibition of trophozoites growth
was determined by resazurin method and the activity of the mixture of terpenoids was
expressed as ICs,. All assays were performed in duplicate.

Mixtures of terpenoids were evaluated against Plasmodium falciparum: Plasmodium
falciparum strain 3D7 was cultivated at 37°C in RPMI medium with 10% of human
serum and 4% of hematocrite (O, Rh+) under anaerobic conditions. Cultures with 1%
parasitemic and 2% hematocrite (100 pL) were transferred to a 96 wells plate. The
different proportions of mixture of lupenone and caryophyllene oxide (1:0, 1:4, 2:3, 1:1,
3:2, 411 and 0:1), as well as the crude extract of S. yucatanensis and the low-polarity
(hexane) fraction obtained from the crude extract were prepared in dimethylformamide
and were evaluated at 100, 50, 25 and 12.5 pg/mL for 48h at 37°C. Chloroquine was
used as the reference drug. The ICs values were calculated using the program
GraphPad Software. All assays were performed in duplicate.

Results obtained of the extract of Serjania yucatanensis and the low-polarity (hexane)
fraction obtained from the crude extract showed that they do not have activity against
G.lamblia (ICs= >100 and 86.6 pg/mL, respectively)(Table 1). Also, it was observed
that the extract of Serjania yucatanensis has no activity against P. falciparum (1Cso=
23.4 pg/mL), and that low-polarity (hexane) fraction showed moderate activity against
the same protozoan (ICs,= 3.3 ug/mL)(Table 4.1).

In addition to this, the antiprotozoal activity of mixtures of lupenone and caryophyllene
oxide in different proportions against G. lamblia and P. falciparum showed that have
not activity; and that the 1:4 mixture of lupenone and caryophyllene oxide not have
synergistic effect against these protozoan (ICs= 47.3 and 50 pg/mL for G. Jamblia and
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antioxidantes suprime el efecto de los naftoimidazoles y que uno de los mecanismos de
accion de los naftoimidazoles involucra al estrés oxidativo. En este estudio tambien se
observé una disminucién en la expresion de proteinas implicadas en la produccién de
energia de T. cruzi (piruvato deshidrogenasa, enolasa y citocromo C oxidasa),
ocasionando un desequilibrio en la generacién de ATP que podria conducir a la muerte
del protozoario, ademas encontraron que hay una disminucion en la expresion de la
tubulina, sugiriendo que estos farmacos también bloquean la mitosis del agente (Menna-
Barreto et al., 2010).

Recientemente se observd que una fraccién proveniente del extracto crudo de Serjania
yucatanensis que contenia una mezcla de lupenona y 6xido de cariofileno posee
actividad antiprotozoaria significativa contra tripomastigotes de T. cruzi (Polanco-
Hernandez et al., 2012). Asimismo, se confirmé que la mezcla de lupenona y 6xido de
cariofileno (1:4) presenta actividad contra T. cruzi in vitro € in vivo (Polanco-Hernandez
et al., 2013). Sin embargo, se desconoce cual es el mecanismo de acciéon de esta
mezcla de terpenoides.

Tomando en cuenta que la protedmica diferencial es una buena herramienta para el
estudio de potenciales blancos de accién y elucidacién de mecanismos de accion de
farmacos o tratamientos, este trabajo tiene como objetivo identificar potenciales
proteinas blanco en Trypanosoma cruzi, mediante el analisis de los cambios en los
patrones de expresidén de proteinas en respuesta a la exposicién del parasito a la
mezcla de lupenona y 6xido de cariofileno (1:4) y dilucidar el potencial mecanismo de
accién de esta mezcla de terpenoides.
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CAPITULO VI

6.1 DISCUSION GENERAL

Las enfermedades infecciosas y en particular las parasitarias como la leishmaniasis, la
tripanosomiasis americana, la malaria y la amibiasis son consideradas por la OMS
como principales causas de muerte en el mundo (Jemal, et al., 2003). Hasta ahora, los
tratamientos existentes para estas enfermedades parasitarias son insatisfactorios, por
lo que la OMS estableci6 como prioritaria la blsqueda de nuevos agentes
antiprotozoarios. En la actualidad, dos de las estrategias que se siguen para el
desarrollo de nuevos medicamentos son la terapia combinada y la protedmica.

Recientemente se reporté la actividad tripanocida del extracto de hojas de Serjania
yucatanensis, una planta nativa de la peninsula de Yucatan; la purificacion biodirigida
del extracto crudo bioactivo de esta planta resultd en la obtencién de una mezcla de
lupenona y 6xido de cariofileno con actividad tripanocida (Polanco-Hernandez et al.,
2012). Dada la actividad presentada por la mezcla de lupenona y 6xido de cariofileno,
en este trabajo se evalud la actividad antiprotozoaria (tripanocida, leishmanicida,
antimalarica, antiamibiana y antigiardica) de mezclas con diferentes proporciones de
cada terpenoide y para el caso de T. cruzi se realizaron estudios de protedmica
diferencial con la finalidad de determinar potenciales proteinas blanco.

Los resultados obtenidos en la evaluacién de actividad tripanocida in vitro permitieron
ubicar a la mezcla de lupenona y Oxido de cariofileno (1:4) como la mas activa,
confirmando un efecto sinérgico de potenciacién, observandose que el efecto
combinado de la mezcla de terpenoides es mayor que el que se obtiene con cada
metabolito de manera individual. Asimismo, los resultados demostraron que la
proporciéon 1:4 en la mezcla de éstos terpenoides es la optima y necesaria para la
expresion maxima de la actividad tripanocida, y que a mayores proporciones de
lupenona la actividad tripanocida disminuye, y que el oOxido de cariofileno
probablemente es el principal responsable de la actividad tripanocida. Esto ultimo
coincide con lo previamente reportado, donde se describe que una fraccién que
contiene lupenona no demuestra actividad tripanocida contra tripomastigotes de T.
cruzi (Rosas et al., 2007).
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Leishmania spp. mostraron diferentes niveles de susceptibilidad a los diferentes
tratamientos, siendo esto consistente con lo reportado en la literatura que describe la
susceptibilidad de Leishmania spp. a los diferentes farmacos como especie especifica
(Sundar y Chatterjee, 2006). Por esta razén, el desarrollo de nuevos medicamentos
para el tratamiento universal de los diferentes tipos de leishmaniasis es dificil debido a
la gran variedad de especies de Leishmania que afectan al hombre.

En este estudio se observé también que la mezcla (1:4) de lupenona y 6xido de
cariofileno y el 6xido de cariofileno puro son capaces de reducir el nimero de células
infectadas por L. mexicana y L. tropica, al inhibir la capacidad de infeccidn del parasito.
Estos resultados coinciden con los obtenidos previamente, donde se observd que una
fraccion conteniendo una mezcla de lupenona y éxido de cariofileno inhibe la egresion
de T. cruzi de células infectadas (Polanco-Hernandez et al., 2012), y sugieren que esta
mezcla podria estar afectando uno o mas factores que son cruciales para la
sobrevivencia de Leishmania spp. dentro de las células hospederas. Sin embargo, es
importante mencionar que la mezcla (1:4) de terpenoides presentd una menor
citotoxicidad y un mejor indice de selectividad que el 6xido de cariofileno en forma
pura, confirmando la importancia del sinergismo en la actividad antiprotozoaria.

Es interesante comentar que la evaluacion de diferentes mezclas de lupenona y 6xido
de cariofileno contra G. /lamblia y P. falciparum no mostré actividad antigiardica y
antimalarica para ninguna de las mezclas de terpenoides, sugiriendo que la actividad
antiprotozoaria de la mezcla (1:4) de lupenona y éxido de cariofileno es especifica
para parasitos de la familia Trypanosomatidae, que incluye a T. cruzi y Leishmania
spp. Estos resultados son de particular interés dado que el descubrimiento de nuevos
blancos quimioterapéuticos contra tripanosomatidos esta contemplado en el objetivo 6
del Desarrollo del Milenio (ODM, por sus siglas en inglés) que se refiere, en general, a
la tarea de combatir enfermedades infecciosas entre la poblacién (Goyard et al., 2014,
ONU, 2014).

Con base en la actividad tripanocida in vitro e in vivo presentada por la mezcla (1:4)
de lupenona y 6xido de cariofileno se realizaron estudios de proteémica diferencial,
analizando los cambios en los patrones de expresion de proteinas de epimastigotes
de T. cruzi tratados con la mezcla de terpenoides, con el fin de identificar posibles
proteinas blanco en el parasito.
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futuro desarrollo de un tratamiento contra la tripanosomiasis americana en fase
cronica.
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6.2 CONCLUSIONES
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La actividad de la mezcla de lupenona y éxido de cariofileno (1:4) contra
Trypanosoma cruzi, Leishmania amazonensis Yy Leishmania braziliensis
demuestra la importancia del sinergismo como una estrategia clave para
mejorar la eficacia de un tratamiento y reducir la citotoxicidad.

La actividad tripanocida in vivo de la mezcla de lupenona y éxido de cariofileno
(1:4), reduce el nimero de nidos de amastigotes en tejido cardiaco y misculo
esquelético, lo que permite proponerla como una opcion importante y eficaz de
tratamiento en la fase crénica de la enfermedad de Chagas.

La actividad tripanocida y leishmanicida de la mezcla de lupenona y 6xido de
cariofileno (1:4), y su falta de actividad contra Giardia lamblia y Plasmodium
falciparum, sugirieren que la actividad antiprotozoaria de la mezcla es selectiva
contra parasitos de la familia Trypanosomatidae.

Los cambios significativos observados en el proteoma de 7. cruzi como
consecuencia de su tratamiento con la mezcla de lupenona y Oxido (118
proteinas expresadas Unicamente en el tratamiento y 211 expresadas
Unicamente en el testigo) confirman la importancia de la utilizacion de la
protedmica diferencial para la identificacion de nuevas dianas terapéeuticas en
la enfermedad de Chagas.

La mezcla de lupenona y 6xido de cariofileno (1:4) es una importante opcién
para el futuro desarrollo de un tratamiento contra la tripanosomiasis americana
y la leishmaniasis cutanea.
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