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RESUMEN

En este trabajo, presentamos el desarrollo y la implementacion de un algoritmo biolégico para
la evaluacién de extractos de plantas, compuesto naturales aislados y compuestos analogos
sintéticos sobre modelos de infeccion in vitro e in vivo de Leishmania. Este algoritmo inicié
con la implementacion in vitro de un sistema de cribado bioldgico de alto rendimiento para
evaluar la actividad anti-Leishmania de 97 compuestos sintéticos y 149 especies de plantas
utilizadas en la Amazonia sobre amastigotes axénicos de Leishmania amazonensis. Esto
permitié seleccionar a 8 especies de plantas activas que por fraccionamiento biodirigido
permitié aislar a 35 compuestos naturales. La actividad sobre amastigotes axénicos de L.
amazonensis y la evaluacion de la citotoxicidad sobre macréfagos peritoneales de ratdn
BALB/c de 35 compuestos naturales y 97 compuestos sintéticos permitio seleccionar a 22
compuestos con un indice de selectividad mayor a 10.

La evaluacion de la actividad anti-Leishmania de 22 compuestos sobre amastigotes
intracelulares de L. amazonensis permitié seleccionar 10 compuestos activos que fueron
evaluados sobre el modelo bioldgico in vivo utilizando ratones BALB/c infectados con
paréasitos de L. amazonensis.

Finalmente, la implementacion de este algoritmo permitié seleccionar a la chalcona 42,
chalcona 43 y la fagaridina como los compuestos més activos sobre parésitos de Leishmania

en modelos de infeccion in vitro e in vivo.

Palabras claves: Fraccionamiento biodirigido, amastigotes axénicos, macréfagos, plantas
medicinales peruanas, compuestos naturales, compuestos sintéticos, Leishmania amazonensis,

in vitro, in vivo.



ABSTRACT

In this work, we present the development and implementation of a biological algorithm for the
evaluation of plant extracts, isolated natural compounds and synthetic analogs on in vitro and
in vivo infection models of Leishmania. This algorithm began with the in vitro implementation
of a high-performance biological screening system to evaluate the anti-Leishmania activity on
axenic amastigote of Leishmania amazonensis of 97 synthetic compounds and 149 plant
species used in the Peruvian Amazon. This made it possible to select 8 species of active plants,
from which by bioguided fractionation were isolated 35 natural compounds. The activity on
axenic amastigotes of L. amazonensis and the evaluation of cytotoxicity on peritoneal
macrophages of BALB/c mouse of 35 natural compounds and 97 synthetic compounds allowed

the selection of 22 compounds with a selectivity index greater than 10.

The evaluation of the anti-Leishmania activity of 22 compounds on intracellular amastigotes
of L. amazonensis allowed to select 10 active compounds that were evaluated on the biological

model in vivo using BALB/c mice infected with L. amazonensis parasites.

Finally, the implementation of this algorithm made it possible to select chalcone 42, chalcone
43 and fagaridine as the most active compounds on Leishmania parasites in in vitro and in vivo

models of infection.

Key words: Bioguided fractionation, axenic amastigote, macrophages, Peruvian medicinal

plants, natural compounds, synthetic compounds, Leishmania amazonensis, in vitro, in vivo.



I. INTRODUCCION

La leishmaniosis es una enfermedad parasitaria causada por protozoarios del género
Leishmania (familia Trypanosomatidae) que afecta al hombre y algunas especies de
mamiferos. Es una de las principales enfermedades citadas por la Organizacion Mundial de la
Salud como una plaga para la humanidad que hay que combatir. La enfermedad es transmitida
por insectos de los géneros Phlebotomus y Lutzomyia. La saliva del insecto vector contiene al
promastigote, la forma extracelular flagelada del parasito. En el hospedero vertebrado, los
parasitos son diferenciados en amastigotes, la forma intracelular no flagelada que invade el

macrdfago (Nagle et al. 2014).

La infeccion causada por este parasito abarca a nivel mundial aproximadamente a 15 millones
de personas infectadas, con una incidencia de dos millones de nuevos casos y 350 millones de

personas en riesgo de infeccion (Torres-Guerrero et al. 2017).

Las especies mas presentes en nuestro pais son L. braziliensis que causa leishmaniosis
mucocutanea (LMC) afectando tejidos mucosos como la nariz y el paladar, L. peruviana, L.
guyanensis, L. lainsoni y L. amazonensis que causan leishmaniosis cutanea (LC) (Valencia et

al. 2012; Arévalo et al. 2007).

El tratamiento de primera linea consiste en inyecciones intramusculares de sales de antimonio
V (Glucantime® o Pentostam®) a una dosis diaria de 20mg/kg de peso del paciente durante 20
dias. Cuando el tratamiento fracasa, el paciente es sometido a tratamientos mas severos como

la Anfotericina B (Nagle et al. 2014).

En la naturaleza hay una vasta diversidad de compuestos bioactivos y es por lo tanto una amplia

fuente de recursos potenciales beneficiosos para el tratamiento de diversas enfermedades.



Las plantas medicinales son el legado de la medicina tradicional peruana desde tiempos
precolombinos. Diversas comunidades indigenas utilizan el conocimiento tradicional heredado
para curar diferentes enfermedades. Ademas, la mayoria de los farmacos activos contra agentes
infecciosos son derivados de productos naturales o a partir de estructuras sugeridas por
productos naturales. En la actualidad, los productos naturales (y sus derivados y analogos)
representan mas del 50% de todas las drogas en uso clinico, en las que los productos naturales
derivados de plantas superiores representan aproximadamente el 25% del total (Maridass &
De Britto. 2008). En el Per( desde tiempos precolombinos se han utilizado tradicionalmente a
las plantas como tratamiento frente a la Leishmaniosis. En la actualidad diversas comunidades

indigenas preservan este conocimiento tradicional y ancestral

El proceso de descubrimiento de nuevos compuestos candidatos activos contra parasitos de
Leishmania empieza con el cribado de un gran nimero de plantas, seguido del aislamiento y
purificacion de los compuestos activos. Este proceso es guiado por un bioensayo de alto
rendimiento el cual permite evaluar en corto tiempo un gran nimero de plantas potencialmente

activas contra la leishmaniosis.

En el caso de Leishmania, diversos grupos de investigacion utilizan al estadio promastigote
como el sistema biolégico de alto rendimiento para preseleccionar a un grupo de posibles
candidatos (Siqueira-Neto et al. 2010; San George et al. 2006; Sharlow et al. 2009; Grogl|
et al. 2013). La ventaja de usar este modelo es que es facil de realizar y se dispone de cantidades
abundantes del parasito en cultivo. La limitacion de este estadio es que no refleja directamente
lo que ocurre en la infeccion natural. Es por ello que es preferible utilizar al estadio de
amastigote ya que este estadio del parasito de Leishmania esta presente en el humano y es
responsable de la patogenicidad debido a su multiplicacion en el macrofago. Sin embargo, la

forma de amastigote requiere de cultivos en estos macrofagos. Este modelo es mas dificil de
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llevar a cabo y no es viable para la evaluacion de un gran nimero de muestras y para el
bioguiaje de compuestos activos presentes en plantas medicinales. Una alternativa para la
realizacion de cribados masivos de compuestos puros o extractos de plantas sobre amastigotes
intracelulares es la microscopia confocal utilizando parésitos de Leishmania que expresan la
proteina verde fluorescente (De Rycker et al. 2013). Sin embargo, este método es complejo,
aun no esta estandarizado en nuestro laboratorio y es de alto costo. Para el éxito de las
estrategias de cribado, es fundamental disefiar adecuadamente el ensayo, lo que a menudo
implica un compromiso entre la facilidad, velocidad y una configuracién biolégicamente

relevante.

Como alternativa al uso de promastigotes, Sereno y Lemesre 1997a lograron implementar el
cultivo de amastigotes de Leishmania en forma extracelular (cultivo axénico). Esta estrategia
de cribado fue desarrollada inicialmente por Callahan et al. 1997 quienes encontraron
similitudes en la actividad de las drogas de referencia Anfotericina B, Pentamidina, Glucantime

y Pentostam sobre amastigotes axénicos y amastigotes intracelulares de L. amazonensis.

Nuestro estudio marca un punto de partida para la implementacion de un sistema bioldgico para
la evaluacion de plantas medicinales con potencial actividad anti-Leishmania y la identificacion

de compuestos naturales o sintéticos activos y de baja citotoxicidad sobre células de mamiferos.



Il. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

2.1. Planteamiento del problema

La Leishmaniosis es una enfermedad parasitaria causada por el parasito intracelular Leishmania.
Esta enfermedad desarrolla formas clinicas que atacan a tejidos cutaneos como la piel, mucosos

como las fosas nasales y paladar y viscerales como el higado y el bazo.

En el Peru, particularmente en niveles socioeconémicos bajos, se observa la presencia de dos
formas diferentes de leishmaniosis méas prevalentes: La leishmaniosis cutdnea o uta, causada
por L. peruviana, cuya manifestacion clinica es una mécula cutanea que evoluciona en una
papula y la leishmaniosis amazonica o espundia, causada por la especie L. braziliensis, cuya
manifestacion clinica se caracteriza por la presencia de lesiones cutaneas que involucran las

mucosas (Kato et al. 2010, Koarashi et al. 2016).

El tratamiento de primera linea de la leishmaniosis consiste la suministracion via intramuscular
de sales de Antimonio bajo la presentacion de Glucantime® o Pentostam®. Sin embargo, las

altas tasas de resistencia reportados han disminuido el éxito de erradicacion de este parasito.

En un trabajo realizado por Arévalo et al. 2007, reportaron en pacientes con LC tratados por
20 dias con 20mg/kg de Pentostam® una tasa de resistencia variable dependiendo de la especie
de Leishmania que infecta al paciente. Se encontré para los pacientes infectados con L.
braziliensis, L. peruviana y L. guyanensis una tasa de resistencia del 30%, 25% y 8%
respectivamente. Este estudio demostré que las especies de Leishmania pueden influir en el
tratamiento con antimoniales en pacientes con LC. En otro trabajo Yardley et al. 2006,
reportaron una tasa de resistencia del 63% en pacientes con LC infectados con L. braziliensis
luego del tratamiento por 20 dias con 20mg/kg de antimoniato de meglumina (Glucantime®).

En pacientes con LMC tratados por 30 dias con 20mg/kg de Glucantime® se encontrd una tasa
4



de resistencia del 33%. Cabe resaltar de este estudio que en pacientes con LC y LMC hubo una
correspondencia muy alta de la falla clinica al tratamiento con la resistencia in vitro de las

cepas de L. braziliensis aisladas.

Estos problemas de resistencia sumado a otros factores como los efectos secundarios del
tratamiento con sales de antimonio (mialgia, pancreatitis, dolores musculares, insuficiencia
renal, neuropatia periférica, hepatotoxicidad, cardiotoxicidad), la eficacia variable frente a
enfermedades mucocutaneas y el alto costo de las drogas, dificulta que los pacientes de bajos
recursos econdmicos puedan resolver la enfermedad rapidamente y asi evitar que esta progrese
en algunos casos a metastasis y produzca deformaciones. (Arevalo et al. 2007, Yardley et al.

2006, Sundar & Chakravarty 2015)

Todo esto ha generado la necesidad de implementar una metodologia de cribado de plantas
medicinales y nuevos compuestos con potencial actividad anti-Leishmania que sea rapido y
eficaz. Esta metodologia por pasos sucesivos usara los modelos bioldgicos in vitro de
amastigotes axénicos y amastigotes intracelulares de L. amazonensis (estadios biol6gicamente
relevantes) y modelos in vivo de infecciéon y tratamiento de ratones parasitados con L.
amazonensis. La implementacion de esta metodologia pretende permitir el descubrimiento de
nuevos compuestos o “Lead compounds” activos y asi conocer su potencial farmacoldgico

comparando a los usados actualmente en la practica clinica.
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3.1. Generalidades

La leishmaniosis se encuentra mayormente distribuida en las zonas tropicales de cuatro
continentes, Centro y Sur América, Africa, Asia y el Sur de Europa (anillo mediterraneo). La
leishmaniosis abarca distintas manifestaciones clinicas cuyos sintomas varian mucho de
acuerdo con la especie del parasito, de la respuesta inmune y de factores genéticos del
hospedero mamifero, asi como de la relacion de estos factores con la ubicacion geografica.
Dentro de las enfermedades mas comunes tenemos la leishmaniosis visceral (LV), causada
principalmente por las especies L. infantum, L. chagasi y L. donovani (Singh & Sundar 2014),
la leishmaniosis cutanea (LC) que es causada principalmente por las especies L. peruviana, L.
mexicana, L. tropica y L. major y, por Gltimo, la leishmaniosis mucocutanea (LMC), causada

principalmente por L. braziliensis (Hepburn 2003, Koarashi et al. 2016)

La leishmaniosis en América Latina es un problema de salud publica. Esta presente
principalmente en la forma clinica cutanea donde la piel y los tejidos mucosos son afectados,
por esta razon es llamada leishmaniosis tegumentaria americana (ATL). La forma clinica
visceral, que afecta el higado y/o bazo, es restringida sélo a ciertas areas en Brasil y Venezuela

(Rocha et al. 2018, Traviezo Valles 2012).

Los parasitos del género Leishmania son parasitos protozoarios intracelulares obligatorios que
infectan y se replican dentro de las células mononucleares del sistema fagocitico de sus
hospederos vertebrados produciendo un amplio espectro de manifestaciones clinicas en
humanos y animales (Cunningham 2002). Estas manifestaciones clinicas abarcan desde
lesiones cutaneas benignas hasta lesiones severas y mucoinvasivas, con ocurrencia a desarrollar

una LMC crénica.



3.2. Filogenia y taxonomia

Leishmania es un parasito protozoario flagelado que cuenta con una Gnica mitocondria que esta
asociada al kinetoplasto, una masa de ADN circular que esta siempre presente en el Orden
Kinetoplastida. Dentro de este Orden también podemos encontrar a los tripanosomas que
pertenecen a la Familia Trypanosomatidae a la que pertenecen los parasitos de Leishmania. El
Género Leishmania, esta dividido en dos Subgéneros en funcion de en qué lugar del tracto
digestivo del vector se multiplique. De este modo, encontramos a los representantes del
Subgénero Leishmania siendo las siguientes especies: L. donovani, L. infantum (también
llamada L. chagasi), L. tropica, L. major, L. mexicana (también llamada L. pifanoi), L.
amazonensis, L. arabica, L. killicki, L. turanica, L. gerbilli, L. archibaldi, L. aristidesi, L.
enrietti, L. hertigi, L. venezuelensis y L. deanei (Rodrigues et al. 2014). Dentro del Subgénero
Viannia tenemos a los complejos L. guyanensis y L. braziliensis, representando a este Gltimo
tenemos principalmente a L. (Viannia) braziliensis y L. (Viannia) peruviana, aquellas especies

mas predominantes en nuestro pais.

3.3. Morfologia y ciclo bioldgico del parasito del género Leishmania

El parasito Leishmania tiene un ciclo de vida digenético que alterna entre la colonizacion de
un insecto vector en la forma flagelada promastigote y la colonizacion del hospedero mamifero
en la forma aflagelada amastigote (figura 1). El promastigote es de forma fusiforme, el cual
tiene aproximadamente de 15-20 pum de didmetro mayor, constando de un nucleo situado cerca
de la parte central del paréasito y un flagelo anteronuclear que nace de un cuerpo basal situado
por delante del kinetoplasto, llamado el bolsillo flagelar. EI amastigote intracelular obligatorio
es aflaglelado, y presenta una forma redondeada u oval de 2-5 um de diametro con un gran

nucleo central y un kinetoplasto lateral.



Los promastigotes son liberados dentro de la piel humana por la picadura del insecto vector
fleb6tomo hembra infectado (Paso 1). Los vectores naturales de todas las especies de
Leishmania son cerca de 30 especies de insectos de la Subfamilia Phlebotomiae. Los vectores
principales del “Viejo Mundo” pertenecen al género Phlebotomus y los del “Nuevo Mundo” al
género Lutzomyia. En el hospedero se encuentran los promastigotes metaciclicos mas
infectivos. Luego de un proceso de transicion dentro del tubo digestivo del insecto vector, son
reconocidos por receptores en la superficie de la célula fagocitica e ingeridos por fagocitosis

dentro del macrofago (Paso 2).

En el interior del macréfago se fusiona el fagosoma conteniendo al promastigote con el
lisosoma. Seguidamente se lleva a cabo la diferenciacién del promastigote a la forma
redondeada y aflagelada de amastigote (Paso 3). EI amastigote se multiplica dentro de la
vacuola parasitofora (Paso 4). La gran cantidad de amastigotes intracelulares son liberados
debido a la ruptura de la membrana celular del macréfago (Paso 5). Los amastigotes liberados

se expanden invadiendo tejidos y/o colonizando otros macréfagos no infectados.

Posteriormente, otro mosquito, al picar a un animal mamifero infectado (persona o animal),
ingiere los macréfagos infectados. Los amastigotes intracelulares son liberados en la cavidad
abdominal del insecto vector (Paso 6). Los amastigotes se diferencian en promastigotes (Paso
7). Dos formas evolutivas de promastigotes, los promastigotes prociclicos y metaciclicos se
desarrollan en el tubo digestivo del insecto vector. Los promastigotes prociclicos se multiplican
asexualmente por divisién binaria longitudinal en la cavidad media intestinal e insertan sus
flagelos en las microvellosidades de las células intestinales del insecto vector. Los
promastigotes metaciclicos son mas activos y diferenciados para adaptarse al parasitismo

intracelular en el hospedero mamifero, son encontrados en la proboscis o parte bucal del insecto



vector (Paso 8). Finalmente, el ciclo continta cuando el insecto al alimentarse realiza una

picadura a una persona u otro animal reservorio sano.

FASE EH EL MOSQUITO FLEBOTOMO FASE EH EH HUMAHO

ﬁ= FASE INFECTIVA

‘&= FASE DE DIAGHOSTICO

Figura 1: Ciclo de vida de Leishmania spp. Gréafico obtenido en la www.cdc.org



3.4. Diversidad clinica

Una de las caracteristicas méas notables de las leishmaniosis es la diversidad de enfermedades
causada por agentes morfologicamente similares. Esta diversidad no esté totalmente explicada
por la diversidad genética de los parasitos, sin embargo, se sabe que las especies de Leishmania
muestran un tropismo preferencial (viscerotropismo, dermotropismo y tropismo mucocutaneo)
que se genera ademas por la variedad en la respuesta del hospedero a la infeccion y por la
restriccion de los parasitos a partes u 6rganos especificos del cuerpo (Rodrigues et al. 2014).
En experimentacién animal se ha visto que la genética tiene un gran efecto en la respuesta del
hospedero a la infecciéon. Hay evidencias considerables de que el parasito méas virulento de

Leishmania puede causar enfermedades no detectables en ciertos individuos (Bern et al. 2007).

Las principales variedades clinicas de las leishmaniosis en humanos son las siguientes:

3.4.1. Leishmaniosis visceral o Kala-azar (LV).

Esta variedad clinica puede estar ampliamente restringida a menores de edad, es causada
generalmente por L. infantum. Esta variedad clinica también se ha viso que esta muy presente
en personas inmunosuprimidas independientemente de su edad. Diversos estudios han
evidenciado que un estado de malnutricion exacerba la enfermedad causada por L. infantum.
Luego de un tiempo de incubacion variable la leishmaniosis visceral se acompafa por fiebre
irregular y persistente. Cuando la enfermedad se ha establecido, su desarrollo puede ser muy
variable. Los sintomas severos pueden ser muy agudos con un desarrollo rapido de la
enfermedad (dos semanas) o la progresion puede no notarse, confundiéndose con la
enfermedad malaria hasta que se detectan sintomas abdominales como la esplenomegalia
donde se observa que el bazo aumenta su tamafio provocando una disfuncién. Otro sintoma

abdominal es la inflamacion del higado (hepatomegalia), este sintoma, que se presenta

10



comunmente en caso terminales, esta asociado con anemia y leucopenia. (Sundar & Agarwal

2017)

3.4.2. Leishmaniosis cutanea (LC).

Esta variedad clinica es causada por las especies, L. aethiopica, L. amazonensis, L. braziliensis,
L. guyanensis, L. major, L. mexicana, L. panamensis, L. peruviana o, L. tropica. Esta
enfermedad se caracteriza por presentar una lesion cutanea simple en el sitio donde ocurrié la
picadura del zancudo. Normalmente presenta una curacion espontanea, considerandose como
un problema trivial y no presenta manifestaciones clinicas sistémicas (Campos et al. 2017).
Una variante de este cuadro clinico es la leishmaniosis cutanea difusa que es causado por
parasitos de las especies L. amazonensis o L. aethiopica. En la leishmaniosis cutanea difusa se
ha observado que los parasitos se distribuyen por toda la superficie de la piel formando
ulceraciones superficiales a manera de placas o nédulos. Este cuadro clinico es dificil de tratar

y puede permanecer en el paciente durante toda su vida.

3.4.3. Leishmaniosis mucocutanea (LMC).

Esta variedad clinica es causada por parasitos de la especie L. braziliensis, suele aparecer luego
de que un paciente infectado con L. braziliensis se haya curado superficialmente de una
leishmaniosis cutanea inicial, pudiendo aparecer después de meses o incluso algunos afios de
una lesion cutanea “curada”. Durante el curso de esta enfermedad se ha observado que los
parasitos se movilizan por via linfatica preferentemente hacia la zona de la oronasofaringe. En
este lugar se forman lesiones nodulares generandose Ulceras. En una fase mas avanzada se
observa que el tabique es perforado y se produce una deformacion de la nariz llamada “nariz

de tapir”. En otros estudios se ha observado que la lesiobn mucosa inicia en el paladar blando
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con posterior destruccion de la Gvula. Otras lesiones pueden aparecer en la epiglotis y producen

disfonias (Eichner et al. 2013).
3.5. Leishmaniosis en el Peru

La leishmaniosis es una zoonosis silvestre de presentacion frecuente en la Amazonia Peruana.
Esta caracteristica constituye un problema de tratamiento por las recaidas que presentan los

pacientes debido a una reinfeccidn y por la presentacion de cuadros clinicos méas severos.

Los primeros indicios de la presencia de leishmaniosis en el Perl se remontan a épocas
preincas, culturas Mochica y Nazca especificamente, en las que existieron representaciones
humanas (huacos) con lesiones en el rostro, muy similares a las producidas por la leishmaniosis
cutanea y mucocutanea. Posteriormente, con la llegada de los espafioles al Perd, se describieron
casos en los que los pobladores padecian de heridas incurables en la piel, afeccion denominada
“Mal de los Andes”; no fue hasta fines del siglo XIX y comienzos del siglo XX que se

reportaron los primeros casos clinicos de leishmaniosis en el Pert (Sanchez et al. 2004)

La leishmaniosis origina importantes problemas de salud pdblica y producen un gran impacto
social, aspecto que se hace mas latente en poblaciones expuestas a zonas endémicas, con la
consecuente repercusion laboral y econdmica por los altos costos que ocasionan la
hospitalizacion, el tratamiento y el rechazo de los enfermos por el resto de la comunidad
especialmente gente de las regiones andinas que se contaminan en zonas bajas (colonos) y

vuelven en las zonas altas con la enfermedad.

En el Pert, el area endémica abarca aproximadamente al 74% (951,820 Km?) del territorio
nacional. El patron de distribucion endémica de la leishmaniosis cutanea se extiende a través
de los valles Andinos e Interandinos y para la leishmaniosis mucocutanea se extiende a través

la selva lluviosa tropical (Selva Alta y Selva Baja) (Sanchez et al. 2004). Esta enfermedad ha

12



mostrado un constante incremento tanto en el Pert como en el resto de los paises de la region.
En el afio 2007, esta enfermedad presento el pico mas alto de infeccién con mas de 10 000
casos anuales notificados al sistema de vigilancia entre la forma cutanea y la forma
mucocutanea, con una tasa de incidencia acumulada (TI1A) para la forma cutanea de 35 casos
por cada 100 000 habitantes. La leishmaniosis cutanea en el Peri muestra un comportamiento
ciclico con picos a intervalos de 2 a 3 afios, 1o que podria deberse a la especie de Leishmania
involucrada en la transmision, factores climaticos, densidad de los reservorios, altitud y
actividades economicas. El incremento de incidencia es usualmente atribuido a cambios en el
cultivo de la tierra y cambios en el patron de actividad humana como la colonizacién, que
conducen a un incremento en el riesgo de exposiciéon al ciclo de vida zoonético de la

Leishmania (Sanchez et al. 2004).

En el Perd existen dos formas diferentes de leishmaniosis mas prevalentes: La leishmaniosis
cutdnea andina, llamada también uta, tiene como especie responsable a L. peruviana. Esta
enfermedad es prevalente en los valles oeste andinos e interandinos de la cordillera de los
andes. La primera manifestacion clinica de la uta es una macula cutanea que evoluciona en una
papula, también se pueden producir pequefias lesiones cutaneas generalmente benignas.
Usualmente no presenta dolor y luego de un tiempo puede curarse espontdneamente quedando
una cicatriz. Los nifios son los méas afectados especialmente en la zona de la cara y labios
inferiores. La uta usualmente responde bien al tratamiento de primera linea con sales de

antimonio (Glucantime® o Pentostam®) (Llanos-Cuentas et al. 2008, Arévalo et al. 2007).

La leishmaniosis amazénica llamada también espundia es ocasionada por la especie L.
braziliensis. Esta enfermedad es encontrada principalmente en la selva amazonica. Se
caracteriza por la presencia de lesiones cutaneas que en algunos casos incurren en metastasis,
involucrando las mucosas. La espundia comienza al igual que la uta en una méacula o lesién
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papular, el progreso de la lesion ulcerativa es aparentemente mas rapida y mas severa que en
la uta. La espundia en algunos casos producira lesiones metastasicas que involucrara la
invasion de las mucosas. La zona frecuentemente afectada es la zona de la mucosa nasal con

una destruccion gradual del septum cartilaginoso y perforacion del tejido.

Se sabe que la especie L. braziliensis es responsable del mayor nimero de casos reportados
(49% del total), mientras el 27% es debido a L. panamensis y el restante 24% entre las demas
especies de Leishmania. En términos geograficos L. braziliensis también es la méas expandida

seguida de L. peruviana y L. guyanensis (Sanchez et al. 2004).
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Figura 2: Distribucion de especies de Leishmania en el Per(. Figura obtenida de Arévalo et al.

(2007).
3.6. Tratamiento de la leishmaniosis

Actualmente las medidas de prevencién o medidas de control contra la leishmaniosis no son

completamente eficientes debido a muchos factores, entre ellos, la presencia de reservorios
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animales no controlables. El tratamiento quimioterapéutico tiene como drogas de primera
eleccion a los antimoniales pentavalentes (Sb V), en forma de estibogluconato de sodio
(Pentostam®, Wellcome) y antimoniato de meglumine (Glucantime®, Rhone Poulenc)
(Decuypere et al 2005, Croft et al 2006). Estos compuestos son los recomendados por la
Organizacién Mundial de la Salud, sin embargo, estos tratamientos y otros hasta ahora
ensayados no son del todo satisfactorios. Por otro lado, la Anfotericina B es una droga
alternativa que es utilizada en los pacientes que no responden a la terapia con antimoniales
pentavalentes. Muchos autores reportan una mayor eficacia de esta droga, sin embargo, debido
a su alta toxicidad se requiere de hospitalizacién y monitorizacion cercana de estos pacientes
(Croft et al 2006). Estos problemas de elevada toxicidad o de baja tasa de curaciéon hacen
necesaria la busqueda de nuevas drogas o esquemas terapéuticos, priorizando la investigacion

en esta area.

Los métodos actuales de evaluacion de una nueva droga o esquema de tratamiento implican
seguir clinicamente a los pacientes tratados por periodos largos debido a la naturaleza crénica
de la enfermedad y la lenta cicatrizacion de las ulceras (Galvao et al. 2017). El problema se
agrava cuando se trata de poblaciones rurales dispersas. Todo ello determina un costo elevado
de los estudios de evaluacion de quimioterapias y que una proporcion de pacientes en estudio

se pierdan por migracion a otros lugares.

3.6.1. Tratamiento con antimoniales pentavalentes

Los pacientes con Uta o leishmaniosis cutanea andina responden bien el tratamiento con
antimoniales pentavalentes, aun cuando el tratamiento no es indispensable, ya que
frecuentemente las lesiones de uta se curan espontaneamente sin haber recibido tratamiento
alguno. La reactivacion de estos casos es poco frecuente, pero es posible que puedan presentar

lesiones mucosas por contigliidad de una lesion cutidnea en el rostro como en los casos
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reportados para otras especies de Leishmania que producen lesiones cutaneas como L. major y

L. aethiopica (Hepburn 2003).

Por otro lado, los pacientes que sufren de leishmaniosis selvéatica con lesiones cutaneas y que
hayan recibido tratamiento con antimoniales pentavalentes, pueden presentar luego de meses
0 incluso afios, una reactivacion de sus lesiones cutaneas iniciales o incluso desarrollar lesiones
que comprometen las mucosas nasales. Este ultimo caso es el resultado de una metéstasis
(Reveiz et al. 2013). Los parasitos presentes en los tejidos infectados viajan por via linfatica
hacia el conducto torécico y luego por via sanguinea hacia los tejidos mucosos. Algunos autores
consideran que los parasitos responsables de las lesiones mucosas presentan cierta predileccion

por los tejidos mucosos.

Frecuentemente, el tratamiento con antimoniales pentavalentes que reciben los pacientes con
leishmaniosis selvatica o espundia es incompleto, debido a la falta de medicamento en las zonas
endémicas 0 a los escasos recursos economicos de los pacientes para cubrir el costo.
Aproximadamente el 30% de los pacientes recaen y vuelven para recibir un segundo
tratamiento completo, presentando entonces una mejoria del estado de sus lesiones. Los
pacientes que no responden a este segundo tratamiento son considerados como refractarios. Es
importante aclarar aqui que la mejoria inicial o incluso la curacion clinica a la que pueden llegar
la mayoria de los pacientes al final del tratamiento no necesariamente corresponde a una
curacion parasitologica. En un alto porcentaje de pacientes quienes aparentemente responden

al tratamiento, sus lesiones vuelven a reactivarse en menos de un afio.

3.6.2. Resistencia al tratamiento con antimoniales

Existe un hecho que ha venido causando preocupacion en los ultimos afios y es la creciente

aparicion de falla clinica al tratamiento de la leishmaniosis con antimoniales pentavalentes
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(Rojas et al. 2006, Ponte sucre et al. 2017). Este hecho se convierte en un problema de salud
publico importante sobre todo en zonas endémicas, donde estas especies pueden empezar a

circular en la poblacién.

En un estudio realizado en nuestro pais se report6 diferentes tasas de resistencia en pacientes
con LMC tratados por 28 dias con 20 mg/kg de estibogluconato de sodio (Pentostam®). En los
casos de LMC leve limitado a la nariz y LMC grave que implican la cavidad oral y la nariz se
encontraron 25% y 90% de resistencia respectivamente (Franke et al. 1990). En otro estudio
realizado por el mismo grupo reportaron en pacientes con LMC grave tratados por 40 dias con
20 mg/kg de Pentostam®, una tasa de resistencia del 37% (Franke et al. 1994). Estos trabajos
describen que la tasa de resistencia de pacientes con LMC tratados con Pentostam fue del 49%
(Amato et al. 2007). Estos hallazgos dan a entender que el Unico tratamiento recomendado
para la leishmaniosis mucosa no es eficaz en los pacientes con enfermedad grave. Se sugiere
que cursos mas largos de tratamiento con antimonio 0 que ensayos con otros agentes anti-
Leishmania solos o combinados con el antimonio se evallen como terapia inicial para esta

enfermedad.

Por otro lado, se reporta que la susceptibilidad intrinseca de las especies de Leishmania a
antimonio V varia segun las especies. Estudios in vitro utilizando el modelo de amastigote
intracelular han mostrado que L. donovani y L. braziliensis son 3-5 veces mas susceptibles al
SbV que los amastigotes intracelulares de L. major, L. tropica y L. mexicana (Allen y Neal,
1989). Sin embargo, se ha reportado que las especies resistentes al tratamiento muestran una
disminucion en la habilidad de reducir el SbV a Sblll. Ademas, evidencias experimentales
sugieren gue existe un incremento en la concentracion intracelular de glutation y tripanotién
en amastigotes intracelulares. Estos tioles son importantes para la resistencia in vitro a Sblll y
esta mediado por la sobreexpresion o amplificacion de un ndmero de diferentes genes
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involucrados en la sintesis de glutation y espermidina, dos moléculas importantes para la
formacion del tripanotion (Lucas et al. 1998, Wyllie et al. 2004, Legare et al. 2001, Zhou et

al. 2004, Decuypere et al. 2005).

3.7. Plantas medicinales contra la leishmaniosis

Se estima que aproximadamente el 80% de la poblacion mundial utiliza las plantas medicinales
como la unica fuente de tratamiento terapéutico frente a diversas enfermedades (Ekor 2013).
A pesar del gran avance de los ultimos afos en la industria farmacéutica, drogas modernas no
estan disponibles o ellas son demasiado caras para la gran mayoria de las personas de bajos

recursos econémicos.

Las plantas son claramente una fuente potencial de nuevos farmacos antiprotozoarios. La
actividad bioldgica de los extractos de plantas ha sido atribuida a compuestos que pertenecen
a diversos grupos quimicos que incluyen alcaloides, flavonoides, fenilpropanoides, esteroides
y terpenoides (Rocha et al. 2005, Wang et al. 2009). Diferentes estrategias de investigacion
se han empleado con el fin de obtener una medicina herbal o un compuesto activo aislado, entre
ellas podemos citar a la investigacion del uso tradicional, la composicion quimica, la toxicidad

de las plantas o la combinacion de estos criterios (Rates 2001).

En el proceso de extraccion generalmente se utilizan diferentes partes de la planta y son
empleados solventes de diferente polaridad. Para la purificacion y el aislamiento, los extractos
activos de la planta son secuencialmente fraccionados y cada fraccion y / o compuesto puro
puede ser evaluados a nivel de su actividad biologica y su toxicidad. Esta estrategia se
denomina fraccionamiento guiado por bioensayo y permite realizar pruebas que son simples,

reproducibles, rapidas y de bajo costo (Beutler 2009, Sereno et al. 2007).
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Diversos estadios del parasito han sido utilizados para la deteccion de sustancias naturales
bioldgicamente activas. Inicialmente era usual evaluar la actividad anti-Leishmania sobre el
estadio promastigote, sin embargo, esta cambiando el esquema de evaluacion dado que se esta
utilizando con mas frecuencia amastigotes axénicos o amastigotes intracelulares. Diversas
pruebas utilizando drogas de referencia han mostrado que las pruebas in vitro en amastigotes
axénicos no sélo producen resultados significativos cuando se compara con las pruebas en
promastigotes, sino también son faciles de manipular y cuantificar (Sereno et al. 2007, Croft
et al. 2006). Esto puede lograrse utilizando varias técnicas de cuantificacion como el uso de un
contador de células, un método colorimétrico con alamar blue o la actividad de la fosfatasa
acida, la evaluacion de la viabilidad de la poblacion celular con un método basado en una sal
de tetrazolio (MTT), la determinacion de la actividad de la ornitina descarboxilasa, o el uso de
un colorante fluorescente como el yoduro de propidio (Sereno et al. 2007, Callahan et al.

1997, Mikus and Steverding 2000, Ganguly et al. 2006).

Existe un gran esfuerzo por parte de los investigadores de todo el mundo para encontrar
productos naturales (extractos crudos de plantas, fracciones, compuestos aislados y aceites
esenciales) con actividad contra diferentes especies de Leishmania. Estos esfuerzos estan
dando sus frutos, obteniendo buenos resultados y validacion de productos naturales como

fuentes genuinas para el descubrimiento de farmacos (Tabla 1) (Adebayo et al. 2013).

En la tabla 1 se describe una lista de algunos compuestos naturales aislados de plantas que
fueron evaluados a nivel de su actividad sobre Leishmania utilizando diferentes modelos

biolégicos.
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Tabla 1: Extractos de plantas y compuestos aislados con actividad anti-Leishmania evaluados

en modelos biolégicos in vitro e in vivo

Especies
de plantas

Extracto o
compuesto

Modelos biolégicos para
evaluar la actividad in
vitro (Clso)

Modelos bioldgicos para
evaluar la actividad in
vivo en ratones

Referencia

Baccharis
uncinella

Extracto crudo

L. amazonensis
Promastigotes (29ug/mL)

Acido oleandlico
(AO), &cido
ursélico (AU),
acido cafeico (AC)

Promastigotes
(AC=190pg/mL)
Citotoxicidad en células
J774 (AC= 500pg/mL)
indice de selectividad: 3
Amastigotes intracelulares
de L. amazonensis (mezcla
AO y AU=20pg/mL,
AC=410pg/mL) y L.
braziliensis (mezcla AO y
AU=210pg/mL)

Ratones BALB/c machos
infectados con 1x108
promastigotes de L.

amazonensis.
Infeccion por 15 dias
Tratamiento

intraperitoneal x 5 diasa 1

y 5mg/kg peso de fraccion

conteniendo AO y AU

Obtuvieron inhibicién de

carga parasitaria
significativa para ambas
dosis (p<0.05)

Passero et
al. 2011
Yamamoto
et al 2014

Tanacetum
parthenium

Extracto crudo

L. amazonensis
Promastigotes (29ug/mL)

Partenolida

Promastigotes (0.37pg/mL)
Citotoxicidad en células
J774 (14pg/mL)
indice de selectividad: 38
Amastigotes intracelulares
(0.81ug/mL)

Tiuman et
al. 2005

Vitis
vinifera

Resveratrol

L. amazonensis
Promastigotes (27uM)
Citotoxicidad en macréfagos
peritoneales de ratén
BALB/c (>6001M)
indice de selectividad: >22
Amastigotes intracelulares
L. amazonensis (42uM)

Ferreira et
al. 2014

Piper
nigrum

Alcaloides

(piperinay
fenilamida anéloga)

L. amazonensis
Promastigotes
(Piperina=14.2uM,
Fenilamida=28.9uM)
Citotoxicidad en macr6fagos
peritoneales de raton
BALB/c (>150uM)
indice de selectividad:
Piperina: >10, Fenilamida:
>5
Amastigotes intracelulares
L. amazonensis
(Piperina=28uM,
Fenilamida=24.5uM)

Ferreira et
al. 2011

Dictyota
pfaffii

Dolabelladienetriol

L. amazonensis
Promastigotes ND (a 50uM
inhibe el 84%)
Citotoxicidad en Raw Cells
(>200uM)
Amastigotes intracelulares
(43.9uM)

Soares et
al 2012
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3.8. Comunidades indigenas

De acuerdo con el censo del afio 1993 las comunidades indigenas del Per( presentan una
poblacion de 299,218 habitantes, distribuida en 1450 comunidades pertenecientes a 65 pueblos
étnicos. El departamento de Loreto presenta la mayor diversidad de pueblos étnicos. En este
departamento, las comunidades con mayor poblacion son los Chayahuita (22%), los Quichua-

Napo-Pastaza (17%), los Cocama-Cocamilla (15%) y los Aguaruna (8%).

Los lugares de colecta para la ejecucién del presente trabajo fueron: Comunidad Chayahuita,
Comunidad Yanesha y el pueblo Ifiapari (Yanapari). Las 3 zonas estudiadas se ubican en areas
endémicas de leishmaniasis cutdnea y mucocutanea. Los diferentes habitats permitieron una
busqueda mas amplia de nuevas plantas bioactivas. Etnofarmacologicamente no se habia

trabajado hasta ahora en las comunidades nativas Chayahuita y Yanesha.

3.8.1. Comunidad Chayahuita

La comunidad Chayahuita (Shawi) se ubica al Noreste del Per(, en el departamento de Loreto,
provincia de Balsapuerto y distrito de Cahuapanas. Debido a su alta exposicion a leishmaniosis
(Lucas et al. 1998), ellos utilizan fitomedicinas para tratar o para aliviar los sintomas asociados
con esta parasitosis. Trabajos previos sobre este grupo étnico mostraron la importancia de la
evaluacion de diversas plantas utilizadas contra la leishmaniasis y la malaria. Kvist et al.
(2006) reportaron el uso de 47 plantas Utiles para combatir la leishmaniosis 0 Wayani (en
lengua Shawi). Odonne et al. (2014) indican que el latex de la planta Copaifera paupera

colocado a manera de emplasto es Util para combatir la Uta.

3.8.2. Comunidad Yanesha

Sobre la comunidad Yanesha solo se tienen reportes de su sistema agricola y nutricién (Halim

y Salick 2003). Parece que en esta comunidad no hay evidencias de casos de leishmaniosis
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mucocutanea. Sin embargo, existe un reporte que indica que esta comunidad si conoce a la
leishmaniosis cutanea o uta y se le nombra a la enfermedad con un nombre propio de Yanesha:

Marefiets (Bourdy et al. 2008).

Debido a que la farmacopea Yanesha ha sido poco estudiada y por ser un area endémica de
malaria y leishmaniosis, es importante documentar y validar el uso tradicional de sus plantas

utilizadas contra estas enfermedades.

3.8.3. Pueblo Ifiapari

El pueblo de Ifapari se ubica en la provincia Tahuamanu, en el departamento de Madre de
Dios. En el Departamento de Madre de Dios el nimero de casos diagnosticados en el afio 2015,
segun su clasificacion clinica, se observa un incremento en los dos Gltimos afios de la forma
cutanea que es predominante sobre la forma mucocutanea. Esta enfermedad esta relacionada a

las actividades econdmicas extractivas como la madera y castafia principalmente.

El pueblo de Ifapari ha presentado un incremento de casos de Leishmaniosis cutinea siendo
reportados 14 casos en el afio 2008 y 21 casos en el afio 2015, Se cree que este valor puede
seguir incrementandose debido a las deficiencias de atencion medica en la zona (Morales &

Manrique 2016).
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V. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El uso de sales de antimonio V ha sido recomendada desde hace varias décadas como la mejor
opcién para el tratamiento de la leishmaniosis causada por parasitos de Leishmania sp. Sin
embargo, el incumplimiento del tratamiento por parte del paciente, el desarrollo de resistencia
y la falta de nuevas opciones de tratamientos han limitado drasticamente el éxito en la

erradicacion de la enfermedad.

En muchas areas endémicas a leishmaniosis, la enfermedad es bien conocida y las personas
locales utilizan métodos folkldricos para prevenir y tratar la enfermedad (Passero et al. 2014).
Cierto nimero de estas plantas usadas en la medicina tradicional han sido evaluadas desde el
punto de vista cientifico. Diversos trabajos han reportado el uso de diferentes ensayos de alto
rendimiento para evaluar nuevas moléculas con potencial actividad anti-Leishmania.
(Siqueira-Neto et al. 2010, De Muylder et al. 2011). Las evaluaciones primarias a menudo se
dirigen a la etapa del estadio promastigote debido a su facilidad del cultivo y manipulacién.
Sin embargo, el promastigote al ser la forma del paréasito que habita en el insecto vector, no es
el blanco apropiado para un posible compuesto anti-Leishmania. (Fumarola et al. 2004
Siqueira-Neto et al. 2010, San George et al. 2006, Sharlow et al. 2009, Grogl et al. 2013).
Es debido a ello que esta cambiando el esquema de evaluacion dado que se estéa aplicando con
maés frecuencia ensayos de alto rendimiento que utilizan amastigotes axénicos o amastigotes
intracelulares (Callahan et al, 1997, Buckner y Wilson 2005). Diversas pruebas utilizando
drogas de referencia han mostrado que las pruebas in vitro en amastigotes axénicos no s6lo
producen resultados significativos cuando se compara con las pruebas en promastigotes, sino
también son faciles de manipular y cuantificar (Sereno et al. 2007, Hodgkinson et al. 1996,

Croft et al. 2006).
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Los algoritmos de evaluacion de nuevas moléculas con potencial actividad anti-Leishmania
descritos hasta la actualidad describen el uso de promastigotes o amastigotes axénicos de las
especies de L. major, L. donovani y L. infantum (Siqueira-Neto et al. 2010, De Muylder et al.
2011, De Rycker et al. 2013, Vermeersch et al. 2009). En especies de Leishmania del nuevo
mundo se ha descrito el uso de promastigotes de L. braziliensis y L. amazonensis como punto
de partida para realizar cribados de alto rendimiento. Aquellos compuestos mas activos son
luego evaluados sobre macrofagos murinos o lineas celulares infectados con promastigotes de
L. braziliensis o0 amastigotes de L. amazonensis aislados de lesion (Zauli-Nascimento et al.
2010, Veiga et al. 2017, Garcia et al. 2017, Farias et al. 2017). Las limitaciones en el uso de
macrofagos infectados con promastigotes es el elevado niumero de paréasitos para infectarlos y
mas aun si se utilizan lineas celulares de macréfagos. Por otro lado, el uso de amastigotes
aislados de lesidn aportan un estadio muy virulento por lo que se necesitaria menos parasitos
para infectar macréfagos murinos o lineas celulares de macroéfagos. Sin embargo, la limitante
es que se necesitaria una reserva constante de animales de laboratorio infectados para proveer
las cantidades necesarias de parasitos para abordar este tipo de experimentos, especialmente si

se van a hacer cribados de alto rendimiento.

En vista a las limitantes que tienen las metodologias antes mencionadas es que se implemento
un algoritmo de evaluacion anti-Leishmania de alto rendimiento utilizando amastigotes
axénicos de L. amazonensis. Este modelo biologico permitié evaluar diversas plantas
medicinales utilizadas en la Amazonia como tratamiento contra la leishmaniosis. Ademas, el
modelo de amastigote axénico permitio realizar un bioguiaje con el fin de seleccionar los
compuestos activos anti-Leishmania. Aquellos compuestos mas activos y menos citotoxicos
fueron evaluados sobre macrofagos murinos infectados con cultivos continuos de amastigotes

axénicos de L. amazonensis. Finalmente, aquellas moléculas méas activas sirvieron para
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implementar el modelo de evaluacién in vivo utilizando ratones BALB/c infectados con

amastigotes de L. amazonensis obtenidos de lesion.
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V. OBJETIVOS

5.1. General:

Establecer un algoritmo de evaluacién bioldgico in vitro e in vivo para evaluar compuestos con

actividad anti-Leishmania aislados a partir de plantas del Perd.

5.2. Especificos:

Implementar un bioensayo de actividad anti-Leishmania in vitro basado en el uso de
amastigotes axénicos de L. amazonensis para evaluar la actividad de extractos de plantas

peruanas, compuestos naturales y de sintesis.

Utilizar un modelo de macréfagos peritoneales de raton BALB/c para evaluar la citotoxicidad

y el indice de selectividad de los compuestos naturales y derivados de sintesis.

Implementar un modelo de evaluaciéon de compuestos con mejor indice de selectividad sobre

macrofagos murinos infectados con amastigotes axénicos de L. amazonensis.

Evaluar los mejores candidatos en el modelo de infeccién in vivo utilizando ratones BALB/c

infectados con amastigotes intralesionales de L. amazonensis.
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VI. METODOLOGIA

6.1. Disefno de estudio

El estudio in vitro del presente trabajo es un estudio experimental de tipo transversal
prospectivo. Se evalud de manera experimental los valores de concentracién inhibitoria media
(ICs0) y la concentracion citotoxica media (CCso) de los compuestos naturales aislados y

sintéticos activos contra el parasito intracelular Leishmania.

El estudio in vivo del presente trabajo es un estudio experimental de tipo longitudinal
prospectivo. Se evalu6 de manera experimental los valores de carga parasitaria y tamafio de

lesion en las almohadillas plantares de ratones infectados con 3 especies de Leishmania.

6.2. Poblacion y muestra

Se evaluo la actividad anti-Leishmania de compuestos naturales y de sintesis en modelos de

infeccidn in vitro e in vivo utilizando parésitos de la especie L. amazonensis.

6.3. Operacion de variables

6.3.1. Variable dependiente

La inhibicion del crecimiento de los parasitos del género Leishmania en los modelos de

infeccion in vitro e in vivo.

6.3.2. Variable independiente

Compuestos naturales aislados e identificados o compuestos derivados de sintesis.
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6.4. Procedimientos y técnicas

6.4.1. Colecta de Plantas

Un grupo de bidlogos especialistas en etnobotanica compuesto por los doctores Céline
Valadeau, Guillaume Odonne y Geneviéve Bourdy del Instituto de Investigacion para el
Desarrollo (IRD), la Dra. Joaquina Alban del Museo de Historia Natural de la UNMSM vy la
bidloga Elsa Rengifo del Instituto de Investigacién de la Amazonia Peruana (I1AP) colectaron
las plantas con potencial actividad anti-Leishmania del pueblo de Yanapari ubicado en el
departamento de Madre de Dios, de la comunidad Yanesha ubicada en el departamento de
Pasco y de la comunidad Chayahuita ubicada en el departamento de Loreto; se utilizaron
técnicas de coleccion, herborizacion y prensado estandarizadas y se anot6 la informacion
detallada sobre los conceptos nativos de la enfermedad, la manera de usar las plantas, la parte
de la planta utilizada, su(s) nombre comun(es), lugar y fecha de recoleccion. Se prepararon los
ejemplares respectivos y se depositaron en el Herbario del Museo de Historia Natural de la

Universidad Nacional Mayor de San Marcos y el 11AP.

Se colectaron 149 especies de plantas con potencial actividad anti-Leishmania de la
Amazonia. Se colectd 82 especies de plantas de la Comunidad Yanesha, 56 especies de plantas
de la Comunidad Chayahuita y 7 especies de plantas del pueblo Yanapari. Las plantas y los

organos que fueron colectados se describen en las tablas 2, 3 y 4 respectivamente.

6.4.2. Produccion de los extractos crudos y obtencion de compuestos naturales

La produccion de extractos etanolicos fueron realizados por el Dr. Billy Cabanillas y la
MsC. Candy Ruiz dirigidos por la Dra. Rosario Rojas y el Dr. Michel Sauvain en la Universidad
Peruana Cayetano Heredia (UPCH), para ello se entregaron las plantas para el secado,

pulverizado y macerado en etanol absoluto, posteriormente se procedié con el fraccionamiento
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utilizando inicialmente diferentes solventes, seguido de fraccionamiento en columna y métodos

cromatograficos.

6.4.2.1. Extraccion

Las plantas fueron secadas y molidas, posteriormente fueron mezcladas con etanol en una
relacion de 1/10 (1 gramo de la planta seca pulverizada con 10ml de etanol absoluto), macer6
por 7 dias a temperatura ambiente, posteriormente se filtré y el etanol se evaporé utilizando un
rota evaporador bajo presion reducida a 40°C. Posteriormente el extracto etandlico fue
fraccionado utilizando solventes de polaridad diferente (éter de petréleo, diclorometano,

metanol y agua)

6.4.2.1.1. Fraccion Diclorometano

Se disolvio 20 gramos del extracto etanolico seco en un volumen de agua-diclorometano en
una relacion de 1:1 en una pera de decantacion. Se dejo reposar por un dia hasta la formacién
de las fases bien definidas. Se separ0 la fase organica (diclorometano) de la fase acuosa. Luego

la fraccidn diclorometano fue disuelto en metanol y particionado con éter de petroleo.

6.4.2.1.2. Fraccion Acuosa

La fase acuosa fue fraccionada otra vez con diclorometano. Se juntaron las fases organicas y

se concentraron hasta sequedad en un rotavapor.

6.4.2.2. Métodos cromatograficos

6.4.2.2.1. Cromatografia en capa fina (TLC)

Los extractos y fracciones se analizaron en placas de capa fina de aluminio en fase normal

recubiertas con silica gel 60 F254 (Merck) y fase inversa recubiertas con silica gel 60 RP-18
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F254S (Merck). Las placas se colocaron sobre cubetas saturadas con un eluyente apropiado.

Se revelaron las placas con vainillina sulfurica al 1%.
6.4.2.2.2. Cromatografia en columna abierta

Las cromatografias en columna se llevaron a cabo con diferentes tipos de fases estacionarias
sobre columnas de vidrio. El tamafio y didmetro de la columna se selecciond de acuerdo con la

cantidad de muestra a ser purificada y la resolucion deseada.

La fase estacionaria utilizada fue de silica gel 60 A 40-63 micras (Merck) y silica gel 60 A RP-
18 40-60um (Merck). La cantidad de silica usada fue 30 a 40 veces la cantidad de muestra
extraida. Muestras de fraccionamiento se depositaron en forma sélida o en mezcla con la silica

en forma liquida.
Las cromatografias de exclusion se realizaron en Sephadex ® LH20 de gel (Sigma Aldrich).
6.4.2.2.3. Cromatografia liquida de mediana presién (MPLC)

La cromatografia liquida de mediana presion (MPLC) se realiz6 utilizando una bomba de Buichi

688, sobre columnas de cromatografia mediana presion en vidrio Blichi ®.

Como fase estacionaria, se utilizé un silica gel 60 A 6-35 pm (SDS). Las muestras se colocaron
en forma sélida y se mezclaron con la fase estacionaria. La columna se eluy6 con un caudal de

entre 10 y 20mL / min bajo una presion de 2 bar.
6.4.3. Obtencion de compuestos derivados de sintesis

El Dr. José Carlos Aponte bajo la tutela del Dr. G. Hammond de la Universidad de Louisville-
USA sintetizd 43 compuestos pertenecientes a la familia de las Chalconas y 38 compuestos

pertenecientes a la familia de las Tetrahidrobenzotienopirimidinas (BTPs.
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El Doctor Asuncion Burguete bajo la supervision del Dr. Antonio Monge de la Universidad de

Navarra en Pamplona, Espafia, sintetizd 13 compuestos sintéticos derivados de quinoxalinas.

Finalmente, la Doctora Valérie Jullian integrante de nuestra unidad de investigacion UMR-152
(IRD-Francia) sintetiz6 3 compuestos pertenecientes a la familia de las benzo[c]fenantridinas
en el Laboratorio Pharmadev de la Facultad de Farmacia en la Universidad de Toulouse,

Francia.

Todos los compuestos fueron enviados al Laboratorio de Parasitologia Celular ubicado en los

Laboratorios de Investigacion y Desarrollo (LID) en la Universidad Peruana Cayetano Heredia.
6.4.4. Evaluacion in vitro
6.4.4.1. Cultivo de parasitos

Leishmania (Leishmania) amazonensis (cepa MHOM/BR/76/LTB-12), fue mantenida como
amastigotes axénicos a 32°C, con sub-pasajes cada 4 dias para obtener parasitos en fase de
crecimiento exponencial. El cultivo fue iniciado con un indculo de 3x10° amastigotes/mL en
medio de cultivo MAA (medio para el crecimiento de amastigotes axénicos) suplementado con
20% de suero fetal bovino (SFB, DE 14-801F, BioWhitaker Cambrex) en frasco de cultivo

celular de 25cm2 (Sereno and Lemesre, 1997a).

Leishmania (Viannia) peruviana (cepa MHOM/PE/--/LCA08) y Leishmania (Viannia)
braziliensis (cepa PER006), fueron mantenidas en estadio promastigote en un medio bifasico,
compuesto de una fase solida de agar sangre y una fase liquida de 0.89% NaCl (Sigma) a pH
7.4y 24°C, con sub-pasajes cada 4 dias. El cultivo de promastigotes fue realizado en 5mL de
medio M199 (Invitrogen), pH 7.4, suplementado con 10% de SFB, en un frasco de cultivo
celular de 25cm?. El cultivo se inici6 con un indculo de 5x10° promastigotes/mL, en fase de

crecimiento exponencial, alcanzando la fase estacionaria después de 4 dias de incubacion a
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24°C. Los promastigotes en fase estacionaria de la curva de crecimiento fueron centrifugados
por 10 minutos, a 1500g (4°C), el sobrenadante fue descartado y reemplazado por 5mL de
medio M199, pH 5.5, suplementado con 20% SFB en un frasco de cultivo celular de 25cm?.
La transformacién a amastigotes axenicos se logré incubando los frascos de cultivo celular de

25cm? a 34°C por 96 horas en una atmdsfera normal (Sereno & Lemesre, 1997a).
6.4.4.2. Extraccion y cultivo de macréfagos peritoneales de raton BALB/c

Los macréfagos fueron colectados de la cavidad peritoneal de ratones hembras de la cepa
BALB/c de 6-8 semanas de edad en medio M199 a 4°C, suplementado con 10% de SFB
(Sauvain et al, 1993). La viabilidad y la concentracion de células recuperadas fueron
determinadas por el método del colorante rojo neutro (Sigma). Esté método se utilizd para
discriminar entre los macréfagos y otras células, debido a que solo los macrofagos fagocitan
este reactivo (debido a su propiedad fagocitica de estas células) tornandose de un color rojo.
Los macréfagos peritoneales de ratdn fueron colocados sobre laminillas estériles (dispuestas
previamente de manera individual por pozo) en las microplacas de 96 pozos a una
concentracion de 5x10* macréfagos/ml y luego fueron incubados a 37°C bajo una atmosfera
de 5% CO- por 2 horas. Las células no-adheridas fueron removidas lavando dos veces con
medio M199 pre-temperado a 37°C, y seguidamente se colocaron 100uL de medio M199
suplementado con 10% de SFB por pozo y se incubo por 24 horas a 37°C bajo una atmésfera

de 5% CO..
6.4.4.3. Fraccionamiento guiado por bioensayo

Todos los extractos etanolicos de plantas provenientes de las colectas realizadas en el pueblo
de Yanapari y las comunidades Chayahuita y Yanesha fueron evaluados en el bioensayo de

actividad anti-Leishmania utilizando el modelo bioldgico del amastigote axénico. Los extractos
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etanolicos que mostraron actividad anti-Leishmania fueron sometidos a un proceso de
fraccionamiento biodirigido utilizando solventes de diferente polaridad. Una vez obtenidas las
fracciones, cada una de ellas fue evaluada nuevamente en el bioensayo de actividad anti-
Leishmania. Aquellas fracciones que mostraron actividad en el modelo biol6gico de amastigote
axénico fueron sometidas a mas fraccionamientos y se procedio asi sucesivamente hasta aislar
los principios activos. Los principales parametros para realizar el fraccionamiento guiado por
bioensayo fueron la actividad de los extractos etandlicos sobre amastigotes axenicos de L.
amazonensis (Concentracion inhibitoria media menor de 10pug/mL), la novedad de la especie
vegetal a nivel de la actividad anti-Leishmania, la cantidad disponible del material vegetal para
continuar con el fraccionamiento biodirigido, la naturaleza fisico-quimica de las fracciones a
separar, la capacidad de las fracciones de solubilizarse en solventes apropiados para realizar
pruebas bioldgicas (principalmente DMSO) y la cantidad de material quimico disponible para

continuar con el fraccionamiento.

Se determin la concentracién inhibitoria media (Clso) de los compuestos que tienen actividad
anti-Leishmania utilizando el micrométodo enzimatico descrito por Sereno & Lemesre
(1997b). Este método consistio en colocar 100pL (2x10° parasitos totales) de amastigotes
axénicos de L. amazonensis en fase de crecimiento logaritmico por pozo en una microplaca de
96 pozos de fondo plano. Luego se adicionaron los extractos, fracciones o compuestos,
disueltos en dimetilsulféxido (DMSO, Sigma), en un rango de concentracion final entre
0,1pg/mL a 100pg/mL. La concentracion final médxima de DMSO fue de 1% en todos los
experimentos realizados. El compuesto de referencia usado fue la anfotericina B (Sigma) en un
rango de concentracion entre 0.01uM y 1uM y el solvente DMSO a las concentraciones de
0.1% y 1%. Después de 72h de incubacion a 32°C, se agregaron 10uL de MTT [3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] (10mg/ml; Sigma) a cada pozo y las
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placas fueron incubadas 32°C por 4h. La reduccion enzimatica de las moléculas de MTT por
enzimas deshidrogenasas mitocondriales (presentes en los parasitos viables) se evidencio por
la formacion de una sal de color azul insoluble Ilamada Formazan. La reaccion fue detenida
adicionando 100uL de 50% isopropanol (Sigma)-10% dodecil sulfato de sodio (SDS, Sigma)
e incubando por 30 minutos, bajo agitacion a temperatura ambiente. Finalmente, se leyé la

absorbancia a 595nm, con el lector de microplacas Chameleon V(Hidex).

El porcentaje de inhibicion del crecimiento del parasito se calculd utilizando la siguiente

formula:

) o Abs. control — Abs. compuestos
Porcentaje de inhibiciéon = ( >x 100
Abs. control

La concentracion que inhibio el 50% del crecimiento del parasito (Clso) fue calculado
utilizando el programa Probit como modelo de regresion. El analisis se realiz6 con el paquete

de software Excel 2016 para Windows (Araya et al. 2003).
6.4.4.4. Evaluacion de la citotoxicidad

Los macréfagos murinos extraidos y cultivados (descritos en el punto 6.4.4.2) fueron expuestos
adiluciones seriadas de cada compuesto por triplicado y se comparo la viabilidad con el método
de exclusién del colorante azul de tripan. La exclusion de dicho colorante por las células vivas
fue visible bajo la luz del microscopio 6ptico con un objetivo de 40X, seguido de la
determinacion y comparacion de la citotoxicidad de la actividad de los compuestos (Castillo
et al. 2007). Esto permiti6 obtener la concentracidn citotoxica que ocasiond la muerte celular

del 50% de la poblacion de macréfagos murinos (CCsp) para cada compuesto.

Los macréfagos murinos adheridos sobre laminas dentro de las placas de 96 pozos fueron

incubados por 24h a 37°C en presencia de 5% de CO.. Se realizaron diluciones seriadas de los
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compuestos en un rango entre 0.1pg/mL - 100pg/mL. Los compuestos fueron diluidos en
medio completo a un volumen final de 100uL y se afiadieron sobre las células. El cultivo se
mantuvo por 48h a 37°C en presencia de 5% de CO». Los controles fueron la Anfotericina B
en un rango de concentracion entre 1uM y 10uM y el solvente DMSO a una concentracion de
0,1% y 1%. Después de la incubacidn, las laminas fueron colocadas sobre el hemocitometro de
Neubauer con 0.4% de una solucion de azul de tripan en PBS 0.01M. Se determino el nimero
de células viables en cada laminilla a 40X de aumento en un microscopio de luz optica. Se
calcularon los porcentajes de supervivencia relativa a las células control de crecimiento y se

determiné la CCsp usando el programa Probit.

El esquema de trabajo se describe a continuacion:

Grupo control Grupo experimental
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Donde:

Medio de cultivo

Macrofagos

Il Macro6fagos + Droga de referencia (Anfotericina B)
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v

Macrofagos + DMSO (Diluyente de los compuestos)

V- VI

Macréfagos + Compuestos a evaluar

6.4.4.5. Calculo del indice de selectividad

El indice de selectividad (IS) permitio determinar la potencia de un compuesto. EI IS se calculo
dividiendo la concentracion citotoxica media (CCso), que es la cantidad de un compuesto
necesaria para ocasionar la muerte celular del 50% de las células mamiferas no infectadas,
sobre, la concentracion inhibitoria media (Clso), que es la cantidad de compuesto necesario
para causar el 50% de inhibicidn del crecimiento del amastigote axénico. Un IS superior a 10
demostro una baja toxicidad celular con actividad especifica sobre el parasito (Ribeiro et al.

2014, Ndjakou Lenta et al. 2007).

6.4.4.6. Evaluacion de los compuestos naturales aislados y de sintesis sobre amastigotes

intracelulares de Leishmania.

Los compuestos purificados naturales y derivados de sintesis que tuvieron un indice de
selectividad mayor a 10 fueron evaluados en el modelo bioldgico de amastigotes intracelulares
en macréfagos peritoneales de ratdbn BALB/c previamente validado por nuestro grupo de
investigacion (Gonzales et al. 2009). Este ensayo es importante puesto que es el que mas se
aproxima a la situacion real en la infeccion en el hospedero mamifero y que permite confirmar

la selectividad del compuesto en contra del parasito intracelular.

La evaluacion de los compuestos sobre el modelo bioldgico de amastigotes intracelulares se
realiz6 mediante la infeccion de macr6fagos peritoneales de raton con amastigotes axénicos de
L. amazonensis, L. braziliensis y L. peruviana. Este modelo se realizé en microplacas de 96
pozos permitiendo evaluar 3 compuestos a 4 concentraciones por triplicado. Se colocd

controles apropiados del solvente de extractos (DMSO) y el control positivo Anfotericina B.
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Los macrdfagos murinos extraidos y cultivados (descritos en el punto 6.4.4.2) fueron infectados
con amastigotes axénicos de L amazonensis, L. braziliensis y L. peruviana a una relacion o
ratio de 3 amastigotes por cada macréfago. Se cultivaron en 100uL de medio M199
suplementado con 10% de SFB por 4 horas a 33°C en presencia de 5% de CO.. Los parasitos
no adheridos a los macréfagos fueron eliminados mediante dos lavados con medio M199
simple atemperado a 33°C para evitar el desprendimiento celular. Posteriormente se incubo en
medio M199 suplementado con 10% de SFB por 24 horas a 33°C en presencia de 5% de CO..
Luego de 24 horas de cultivo se colocé medio M199 10% de SFB fresco conteniendo los
compuestos naturales o derivados de sintesis y la droga de referencia Anfotericina B a
concentraciones apropiadas por 48 horas. Finalmente, las laminas fueron tefiidas con el

colorante Giemsa y evaluadas en un microscopio de luz éptico a 100X de magnificacion.

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado en una placa de 96 pozos y se repitid

el ensayo 3 veces para tener replicas experimentales independientes.

El esquema de trabajo se describe a continuacion:
Grupo control Grupo experimental
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Donde:

I =  Control de Macro6fagos no infectados

I =  Control de Macrofagos Infectados

Il =  Macrofagos Infectados + Droga de referencia (Anfotericina B)

v =  Macrofagos Infectados + DMSO (Diluyente de los compuestos)

<
|
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Macrdéfagos Infectados + Compuestos a evaluar
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Inocular compuestos y _ Lavar suavemente 2 veces
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Figura 3: Diagrama de extraccion de células e inoculacion de compuestos y droga de referencia.
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6.4.5. Evaluacién in vivo

Los compuestos naturales y de sintesis candidatos que fueron seleccionados mediante los
modelos de evaluacién in vitro establecidos en este trabajo, fueron finalmente evaluados en un
modelo in vivo de infeccidn de Leishmania en el raton BALB/c. Este modelo ha sido utilizado
para reproducir el desarrollo de la infeccidn en etapas tempranas de infeccion. El desarrollo de
este modelo es de larga duracion (8 semanas de seguimiento) y su costo por lo tanto es elevado.
Para asegurar la robustez estadistica de los resultados obtenidos en una sola repeticion, se

decidi6 que cada grupo esté conformado por 10 ratones.

La evaluacion in vivo consistié en 3 eventos. El primer evento consistio en evaluar la dosis
inicial de paréasitos de L. amazonensis para infectar de manera controlada a los ratones BALB/c.
El segundo evento consistio en evaluar los parametros de toxicidad del solvente utilizado para
disolver los compuestos. Finalmente, el tercer evento consistié en evaluar la actividad anti-
Leishmania de los compuestos candidatos (IS > 10 en el modelo in vitro) utilizando las técnicas
de medida de la progresion de la lesion y la carga parasitaria. Los criterios de seleccion de los
compuestos que se evaluaron en este modelo in vivo son: i) La actividad del compuesto puro
en los modelos de evaluacion in vitro, ii) La relevancia del compuesto a evaluar tomando en
cuenta la bibliografia actual y iii) la cantidad del compuesto puro disponible para realizar el
tratamiento a los ratones infectados con L. amazonensis. Este ultimo factor es relevante cuando
se trata de compuestos aislados de plantas medicinales que son generalmente aislados en

cantidades reducidas.

6.4.5.1. Mantenimiento de ratones BALB/c

Se utilizaron ratones BALB/c adquiridos del bioterio de la UPCH. Se utilizaron criterios

adecuados para la crianza, mantenimiento y sanidad de los ratones. Los parametros de
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temperatura fueron de 25°C con una humedad relativa de 65% durante todo el tiempo que
duraron los experimentos. La alimentacion balanceada y el recambio de agua potable se

realizaron 3 veces por semana.

Al finalizar los experimentos los animales fueron eutanizados siguiendo las normas

establecidas por el comité de ética de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

6.4.5.2. Evaluacion de la carga parasitaria inicial

Este método consistid en estandarizar los parametros de infeccion in vivo utilizando como
modelo de infeccién murino al raton BALB/c. Para ello, se inocularon amastigotes de L.
amazonensis en 3 dosis de infeccion inicial administrados a 3 grupos de 10 ratones cada uno.
Las dosis fueron administradas por via subcutanea sobre la almohadilla plantar de ambas patas

posteriores.

Para realizar el experimento se eutanizé un raton reservorio con una infeccion de 6 semanas
con L. amazonensis. El tejido infectado se extrajo de la almohadilla plantar y se homogenizé
en una malla de disgregacion celular de 40um (BD Falcon) con 1mL de medio Schneider a
4°C. Una alicuota del homogenizado conteniendo los amastigotes provenientes de la lesion
(amastigotes intra-lesionales) fueron cuantificados mediante la microscopia de fluorescencia
que consiste en utilizar el reactivo de Kovac’s (PBS 0.01M conteniendo 30pg/ml de diacetato
de fluoresceina (FDA), 600ug/ml de bromuro de etidio y 200ug/ml de naranja de acridina)
como buffer de dilucion de paréasitos. EI FDA luego de ingresar en células vivas, por ser
permeable a la membrana celular, es cortado por las enzimas esterasas ubicadas en el citosol
produciendo fluorescencia verde (Palomino et al. 1991). La naranja de acridina es una
molécula que se intercala en el acido desoxirribonucleico (ADN) permitiendo diferenciar el

nucleo y el kinetoplasto del paréasito Leishmania (Lopez et al. 2003). EI Bromuro de etidio
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permite diferenciar a las células muertas dado que, al no haber integridad de membrana, esta

molécula ingresa y se tornan las células de color rojo.

La dosis de infeccion inoculada a cada grupo fue de 5x10* amastigotes/raton, 5x10°
amastigotes/raton y 5x10° amastigotes/raton. Un grupo control de ratones fueron inoculados

con el vehiculo PBS 0.01M.

Se evaluo la progresion de la infeccion midiendo el diametro de la lesion sobre ambas patas
posteriores infectadas utilizando un céliper digital. Esta medida se realiz6 1 vez por semana

durante todo el experimento (6 semanas).
6.4.5.3. Pruebas de toxicidad del solvente en el modelo animal de raton BALB/c

Este método consistié en la evaluacion del solvente organico compuesto por 4% de Tween 20
y 5% de DMSO mezclado con el tampdn fosfato salino (PBS) 0.01M, a nivel de su toxicidad

aguda sobre ratones BALB/c de 6 semanas de edad.

A un grupo de 10 ratones sanos se inoculd 20uL de la mezcla, 3 dias a la semana durante un

periodo de 4 semanas (12 inoculaciones en total).
6.4.5.4. Evaluacion de la actividad anti-Leishmania de los compuestos candidatos

Este experimento permitid observar el efecto que tiene la administracion por via intralesional

de 11 compuestos sobre ratones BALB/c infectados con L. amazonensis.
6.4.5.4.1. Infeccion

Se formaron 13 grupos de 10 ratones BALB/c cada uno. Todos los ratones fueron infectados
con 5x10* amastigotes sobre la almohadilla plantar de ambas patas posteriores utilizando
amastigotes intra-lesionales provenientes de un ratbn BALB/c reservorio descrito en el punto

6.4.5.2.
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6.4.5.4.2. Tratamiento

Los ratones infectados fueron tratados con 5 compuestos pertenecientes a la familia de las
chalconas, 3 compuestos pertenecientes a la familia de las tetrahidrobenzotienopirimidinas

(BTP) y 3 compuestos pertenecientes a la familia de las benzo[c]fenantridinas.

El tratamiento intralesional se inicid una semana post-infeccion y consistié en la administracion
de 20pL de la solucidn a una dosis de 5mg/kg de peso por via intralesional en la almohadilla
plantar de la pata posterior derecha de los ratones infectados, la pata posterior izquierda fue el

control y no se tratd. Este tratamiento se realizé 3 veces por semana durante 3 semanas.

El tratamiento con Glucantime® (control positivo) consistié en la administracion de 20uL de
Glucantime® a 100mg/kg de peso por via intralesional en la almohadilla plantar de la pata
posterior derecha de los ratones infectados, la pata posterior izquierda fue el control y no se

tratd con Glucantime®. Este tratamiento se realizé 3 veces por semana durante 3 semanas.

El grupo control se inicié una semana post-infeccion y consistio en la administracion de 20 pL
del vehiculo (PBS 0.01M conteniendo 4% de Tween20 y 2% de DMSO) por via intralesional
en laalmohadilla plantar de la pata posterior derecha de los ratones infectados, la pata posterior
izquierda fue el control y no se tratd. Este tratamiento se realizd 3 veces por semana durante 3

semanas.
6.4.5.4.3. Medida de la progresion de la enfermedad experimental

En todos los tratamientos se evalud la progresion de la lesion midiendo el didmetro de la lesién
sobre ambas patas posteriores infectadas utilizando un caliper digital. Esta medida se realizé 1

vez por semana durante todo el experimento (7 semanas).
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6.5.5.4.4. Evaluacion de la carga parasitaria

Tres ratones de cada grupo experimental fueron eutanizados al finalizar el tratamiento
(4ta semana post infeccion) y en la 3ra semana post tratamiento (7ma semana post infeccion)
para la evaluacion de la carga parasitaria. Esta evaluacion se realiz6 utilizando el método
descrito por Correa et al. 1990, que consistio en la cuantificacién del nimero de amastigotes
intralesionales obtenidos de los tejidos infectados de ambas patas posteriores mediante la
técnica de microscopia en fluorescencia utilizando el reactivo de Kovac’s. Esta técnica permitid

expresar la carga parasitaria como el nimero de amastigotes por miligramo de tejido infectado.
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6.5. Consideraciones éticas

El proyecto de tesis fue aprobado por el Comité Institucional de Etica para el Uso de Animales

(CIEA-UPCH) con cadigo de registro 40-04-16 y cédigo SIDISI 66680.
6.6. Plan de analisis

Todos los experimentos de evaluacion bioldgico en modelos in vitro fueron realizados por
triplicado en 3 repeticiones independientes. Los resultados de promedio de porcentaje de
inhibicidn, concentracion inhibitoria media (Clso) y concentracion citotdéxica media (CCso)

fueron expresados como promedios con desviacion estandar.

Todos los experimentos de evaluacion biologico en el modelo in vivo fueron realizados en una
repeticion incluyendo 10 individuos. Los resultados del didmetro de las lesiones y la carga
parasitaria fueron expresados como promedios con desviacion estandar. Se realizo el analisis
de varianza para datos no parametricos utilizando el test de Mann-Whitney para ver diferencias
significativas entre los grupos. Se utiliz6 el programa estadistico SPSS (version 24.0 para

Windows; SPSS).

45



VIl. RESULTADOS

7.1 Trabajos de campo

En el Peru habitan mas de 70 comunidades distintas donde la leishmaniosis es endémica. Los
estudios etnobotanicos de nuestro laboratorio se realizaron en tres lugares distintos, una en la
alta Amazonia: Yanesha y dos en selva baja: Chayahuita y Yanapari. Las tres comunidades
viven en ecosistemas distintos y en zonas endemicas distintas (Chayahuita presentan casos de
LMC mientras que los Yanesha y Yanapari presentan casos de LC). Este hecho favorecié la
probabilidad de encontrar compuestos naturales que permitan validar el modelo de evaluacion

biol6gico para la busqueda de compuesto con actividad anti-Leishmania.

Las identificaciones botanicas de las plantas colectadas fueron realizadas por las Dras.
Genevieve Bourdy y Joaquina Alban en el Museo de Historia Natural de la Universidad

Nacional Mayor de San Marcos.

7.2. Implementacion de un modelo de evaluacion in vitro

La implementacién de un modelo de evaluacion bioldgico in vitro permitié establecer un
algoritmo para la evaluacién de moléculas naturales y/o de sintesis con potencial actividad anti-
Leishmania. Este algoritmo consistio primero en establecer el uso de un sistema de bioguiaje
de alto rendimiento utilizando amastigotes axénicos de L. amazonensis de crecimiento
exponencial para la evaluacién de extractos etandlicos de 149 especies de plantas y sus
fracciones mas activas hasta llegar a los compuestos naturales purificados. Asimismo, se utilizd
este modelo de bioguiaje para la evaluacion de 97 compuestos derivados de sintesis que fueron
otorgados por laboratorios de USA, Espafia y Francia. Una vez encontrado los compuestos mas
activos mediante la determinacién de la concentracién inhibitoria media (Clsg) sobre

amastigotes axénicos de L. amazonensis, se procedio a la evaluacion de la citotoxicidad sobre
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macrofagos peritoneales de raton BALB/c con el fin de obtener la concentracion citotoxica
media (CCso). Ambos parametros (ICso y CCso) permitieron realizar el calculo del indice de

selectividad (1S) de los compuestos naturales y de sintesis (IS = CCso / ICsp).

Una vez completada la evaluacion del indice de selectividad de los compuestos naturales y de
sintesis, se selecciono a aquellos compuestos con un IS > 10 para ser evaluados sobre el modelo
de evaluacién bioldgico utilizando amastigotes intracelulares de Leishmania amazonensis. Este
paso es determinante para evaluar posibles compuestos candidatos para ser evaluados en un

modelo de infeccidn in vivo.

7.2.1. Sistema de evaluacion biolégico para la evaluacion de extractos etandlicos de
plantas con potencial actividad anti-Leishmania utilizando amastigotes axénicos de L.

amazonensis.

Este primer esquema de evaluacion bioldgico consistio en el uso de un sistema de bioguiaje de
alto rendimiento utilizando el modelo de amastigote axénico de L. amazonensis. Se utilizo la
Anfotericina B como droga de referencia obteniéndose valores semejantes en todos los

trabajos.

7.2.1.1. Actividad de extractos etandlicos de plantas peruanas sobre amastigotes axénicos

de L. amazonensis.

Se realiz6 el analisis de 149 especies de plantas peruanas utilizadas como remedio tradicional
contra la leishmaniosis (Anexo 1a, 1b y 1c). Se seleccionaron 6 especies de plantas por tener
una Clso < 10pg/ml sobre amastigotes axénicos de L. amazonensis, estas plantas corresponden
a las especies Cestrum racemosum, Piper dennisii, Renealmia alpinia, Piper hispidum, Piper
strigosum y H. sucuuba con valores de Clso de 9.8, 9.9, 9, 5, 7.8 y 5ug/ml respectivamente

(Tabla 2). Ademéas 17 especies de plantas mostraron una Clso entre 10 — 20ug/ml sobre
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amastigotes axénicos de L. amazonensis. Estas plantas corresponden a las especies Begonia
parviflora, Calea montana, Carica papaya, Hedychium coronarium, Hedyosmum lechleri,
Hyptis lacustris, Jacaranda copaia, Lantana sp., Munnozia hastifolia, Phoradendron
crassifolium, Renealmia thyrsoidea, Solanum peruvianum, Clibadium sylvestre, Cybianthus
anthuriophyllus, Desmodium axillare, Piper loretoanum y Piper sanguineispicum (Anexo 1a,

1by 1c)

Ademas de ello también se puede observar que para cada especie se utiliza una parte de la
planta en especial (hoja, tallo, corteza o raiz). Esta informacion se obtuvo mediante encuestas
a personas que padecieron de la enfermedad, asi como a curanderos y chamanes quienes han

referido el uso tradicional que se le da a una especie de planta dentro de la comunidad Yanesha.

La droga de referencia Anfotericina B, mostrd una actividad de 0.1uM durante todos los

experimentos realizados.

Tabla 2. Concentracion inhibitoria media (Clso) menor a 10ug/mL de extractos etandlicos de 6

especies de plantas.

Especie Parte de la planta Clso (ng/ml) SD
Cestrum racemosum hojas 9.8 0.8
Piper dennisii hojas 9.9 0.5
Renealmia alpinia rizoma 9 1.5
Piper hispidum hojas 5 0.1
Piper strigosum hojas 7.8 1.3
Himatanthus sucuuba Corteza 5 0.09

Clso: Concentracion inhibitoria media determinada sobre amastigotes axénicos de L.
amazonensis, SD: Desviacion estandar. Los ensayos fueron realizados por triplicado en tres
experimentos independientes.
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7.2.2. Evaluacion de compuestos naturales y de sintesis sobre amastigotes axenicos de L.

amazonensis.

El modelo bioldgico de amastigote axénico permitio evaluar la actividad anti-Leishmania de
las fracciones y sub-fracciones obtenidas a partir de los extractos etandlicos de las plantas mas
activas. De esta manera se logro hacer un cribado de todas las fracciones contra amastigotes
axénicos de Leishmania amazonensis hasta llegar a aislar un compuesto natural puro activo.
Los criterios de seleccidn de las plantas para seguir un fraccionamiento biodirigido fueron su
actividad anti-Leishmania (Clsp < 10 pg/mL descritas en la tablas 2) y la novedad en la
literatura cientifica de la especie vegetal sobre la actividad anti-Leishmania. Tomando en
cuenta estos criterios se logrdé aislar 35 compuestos naturales. Finalmente, el modelo de
evaluacion biolégico utilizando amastigotes axénicos de L. amazonensis permitié ademas
evaluar la actividad de 97 compuestos derivados de sintesis obtenidos gracias a la colaboracion
del Instituto de Investigacién para el desarrollo (IRD-Francia) con el Dr. Gerald B. Hammond
del Departamento de Quimica de la Universidad de Louisville-USA, el Dr. Antonio Monge del
Centro de Investigacion en Farmacobiologia Aplicada de la Universidad de Navarra en
Pamplona, Espafia y la Doctora Valerie Jullian integrante de nuestra unidad de investigacion
UMR-152 del Laboratorio Pharmadev de la Facultad de Farmacia en la Universidad de

Toulouse, Francia.

7.2.2.1. Evaluacion de compuestos naturales sobre el modelo de amastigotes axénicos de

L. amazonensis.

Se escogieron a las especies vegetales Himatanthus sucuuba, Piper sanguineispicum, Piper
dennisii, Piper hispidum, Ambrosia peruviana, Zanthoxylum rhoifolium, Plagiochila disticha

y Mikania decora para hacer el fraccionamiento biodirigido. Se aislaron un total de 35
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compuestos naturales y se evaluaron su actividad sobre el modelo de amastigotes axénicos de

Leishmania amazonensis (Anexo 2).

En la tabla 3 se observa el analisis de la actividad anti-Leishmania sobre amastigotes axénicos
de L. amazonensis de los compuestos més activos. A partir de H. sucuuba se aislaron 2

compuestos, siendo la plumericina la molécula méas activa con una Clso de 0.2uM.

A partir de P. sanguineispicum y P. dennisii se aislaron 10 compuestos de cada planta. Los
compuestos mas activos sobre amastigotes axénicos fueron el 1-metilbutilcafeato aislado de P.
sanguineispicum y el &cido 3-(3’,7’-dimetil-2’,6’-octadienil)-4-metoxibenzoico aislado de P.

dennisii con una Clso de 2uM y 20.8uM respectivamente.

A partir de P. hispidum se aislaron 4 compuestos que fueron evaluados a nivel de la actividad
anti-Leishmania sobre amastigotes axénicos. ElI compuesto 2’-hidroxi-3’,4°,6’-
trimetoxichalcona fue el mas activo con una Clsp de 0.8uM. Mientras que a partir de A.
peruviana se aislaron 2 compuestos, la Damsina y la Confertina con una Clso de 1.9uM y

3.3uM respectivamente.

Finalmente, a partir de Z. rhoifolium se aislaron 4 compuestos, Avicine, Nitidine, Fagaridine y
Chelerythrine. El compuesto Chelerythrine fue mas activo (Clso de 0.03uM) que la droga de

referencia Anfotericina B (Clso de 0.10uM).
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Tabla 3: Determinacion de la Clso (UM) de 10 compuestos naturales sobre amastigotes axenicos

de L. amazonensis.

Especie Compuestos Clso (UM) SD
H. sucuuba Plumericina 0.2 0.01
P. sanguineispicum | 1-metilbutil cafeato 2.0 0.11
P. dennisii Acido 3-(3°,7’-dimetil-2’,6’-octadienil)-4- 20.8 8.7
metoxibenzoico
P. hispidum 2’-Hidroxi-3’,4’,6’-trimetoxichalcona 0.8 0.01
A. peruviana Damsina 1.9 0.03
Confertina 3.3 0.52
Z. rhoifolium Avicine 0.3 0.1
Nitidine 0.5 0.1
Fagaridine 0.5 0.02
Chelerythrine 0.03 0.005
Control positivo Anfotericina B 0.1 0.01

Clso: Concentracién inhibitoria media determinada sobre amastigotes axénicos de L.
amazonensis, SD: Desviacion estandar. Los ensayos fueron realizados por triplicado en tres
experimentos independientes.

7.2.2.2. Evaluacién de compuestos derivados de sintesis sobre el modelo de amastigotes

axénicos de L. amazonensis.

El establecimiento de un modelo de evaluacion biol6gico para el cribado de extractos de
plantas, fracciones y/o compuestos utilizando al amastigote axénico de L. amazonensis
permiti6 crear las bases para evaluar cualquier tipo de compuesto con potencial actividad anti-
Leishmania. Es debido a ello que 3 laboratorios internacionales especialistas en sintesis
quimica de compuestos decidieron colaborar con nosotros y nos entregaron en total 97
compuestos sintetizados tomando en cuenta pequefias variaciones en sus estructuras. Estos
compuestos se dividieron en 43 compuestos pertenecientes a la familia de las Chalconas y 38
compuestos pertenecientes a la familia de las Tetrahidrobenzotienopirimidinas (BTPS)

sintetizados por el Dr. Jose C. Aponte, 13 compuestos pertenecientes a la familia de las
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Quinoxalinas sintetizados por el Dr. Asunciéon Burguete y 3 compuestos pertenecientes a la

familia de las benzo[c]fenantridinas sintetizadas por la Dra. Valerie Jullian.

La evaluacién de la actividad anti-Leishmania de 43 compuestos pertenecientes a la familia de
las chalconas sobre el modelo de amastigote axénico de L. amazonensis mostro 32 compuestos
sintéticos con una Clso menor a 20uM (Anexo 3a), siendo la chalcona 20 mas activa con una
Clso de 0.6puM (Tabla 4). Las diferencias en la actividad anti-Leishmania sobre amastigotes
axénicos de L. amazonensis se debi6 a los diferentes patrones de substitucion en el anillo A'y

B de las 43 chalconas (Anexo 3b).

Se evalué la actividad anti-Leishmania de 38 Tetrahidrobenzotienopirimidinas con diferentes
patrones de substitucion sobre amastigotes axénicos de L. amazonensis (Anexo 4ay 4b). En la
tabla 4 se observa que los compuestos 21 y 30 son los mas activos con una Clso de 0.5uM y

0.9uM respectivamente.

La actividad anti-Leishmania de 13 quinoxalinas sintéticas derivadas de 1,4-di-N-oxido con
diferentes patrones de substitucion sobre amastigotes axénicos de L. amazonensis es mostrada
en el Anexo 5ay 5b. En la tabla 4 se observa que cinco compuestos sintéticos (compuestos de
la serie 2 y 4) tuvieron una Clso menor a 10uM, siendo el compuesto 2d el méas activo con una

Clso de 2.7uM.

Se evaluod la actividad anti-Leishmania de 3 benzo[c]fenantridinas derivadas de sintesis
Fagaronine, Nornitidine y Norfagaronine (Anexo 6a). En la tabla 4 se observa la actividad del

compuesto mas activo Fagaronine con una Clso de 0.4uM.
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Tabla 4: Determinacion de la Clso (UM) de compuestos derivados de sintesis sobre amastigotes

axénicos de L. amazonensis

Compuestos Clso (UM) SD
Chalcona 20 0.6 0.1
Chalcona 21 1.1 0.3
Chalcona 26 10 0.1
Chalcona 30 4.1 1.2
Chalcona 31 6.4 0.9
Chalcona 38 1.1 0.1
Chalcona 40 4.6 1.1
Chalcona 41 1.3 0.2
Chalcona 42 11.7 4.1
Chalcona 43 6.2 0.7
BTP 6 15.7 4.34
BTP 21 0.5 0.02
BTP 28 1.7 0.06
BTP 30 0.9 0.02
BTP 36 19.0 1.13
Quinoxalina 2a 4.9 2.1
Quinoxalina 2b 65.6 22.9
Quinoxalina 2c 37.0 7.8
Quinoxalina 2d 2.7 0.6
Quinoxalina 2e 4.1 0.5
Quinoxalina 4b 5.3 2.3
Quinoxalina 4d 6.7 1.3
Fagaronine 0.4 0.2
Anfotericina B 0.1 0.01

Clso: Concentracion inhibitoria media determinada sobre amastigotes axénicos de L.
amazonensis, SD: Desviacion estandar. Los ensayos fueron realizados por triplicado en tres
experimentos independientes.
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7.2.3. Evaluacion de la citotoxicidad y determinacion del indice de selectividad de

compuestos naturales y de sintesis sobre macrofagos peritoneales de raton BALB/c

Se implementd un modelo de evaluacion biologico para determinar la concentracion citotoxica
media (CCsg) de compuestos naturales y de sintesis con actividad anti-Leishmania sobre
macrdfagos peritoneales de raton BALB/c. Este método toma en cuenta el uso de la célula

huésped del parasito intracelular Leishmania cuando habita dentro del hospedero mamifero.

Una vez culminada la evaluacion de los compuestos a nivel de su actividad anti-Leishmania
sobre el modelo de amastigotes axénicos de L. amazonensis y a nivel de su toxicidad sobre
macrdfagos peritoneales de raton BALB/c se determind el indice de selectividad (1S). El indice
de selectividad se obtiene dividiendo la concentracion citotoxica media en macréfagos
peritoneales de ratén (CCso) sobre la concentracién inhibitoria media (Clso) en amastigotes
axénicos de L. amazonensis. Un IS in vitro igual o mayor a 10 indica que el compuesto tiene
una actividad especifica sobre el parasito intracelular Leishmania. De esta manera pudimos
seleccionar a los compuestos mas activos y de manera especifica sobre el amastigote axénico
de L. amazonensis. Esta metodologia evita perder tiempo tratando de evaluar compuestos

toxicos en el modelo del macréfago infectado.

7.2.3.1. Evaluacion de la citotoxicidad y determinacion del indice de selectividad de

compuestos naturales utilizando el modelo de macroéfagos peritoneales de raton BALB/c

Se evalud la citotoxicidad de 35 compuestos naturales aislados de las especies vegetales
Himatanthus sucuuba, Piper dennisii, Piper sanguineispicum, Piper hispidum, Plagiochila

disticha, Ambrosia peruviana, Mikania decora y Zanthoxylum rhoifolium (Tabla 5).

Los resultados mostraron que los compuestos (8S,7'S,8'R)-3,3',4,4'-bis(metilendioxi)-7'-
hidroxi-7-oxolignano-9,9'-lactona (aislado de P. sanguineispicum), Acido 3-(3’,7’-dimetil-
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2’,6’-octadienil)-4-metoxibenzoico (aislado de P. dennisii) y la Damsina (aislados de A.
peruviana) tuvieron una CCso de >260uM, 180uM y 216uM respectivamente. Estos 3
compuestos al tener actividad sobre amastigotes axénicos de L. amazonensis permitio obtener

indices de selectividad de >7, 9 y 114 respectivamente.

El compuesto 1-metilbutil cafeato aislado de P. sanguineispicum fue moderadamente
citotoxicos con una CCso de 72uM. Sin embargo, tomando en cuenta la actividad sobre
amastigotes axénicos de L. amazonensis observamos que el compuesto tuvo un indice de

selectividad de 36 semejante a la droga de referencia Anfotericina B.

Los compuestos naturales Avicine, Nitidine, Fagaridine y Chelerythrine aislados de Z.
rhoifolium tuvieron una CCso de 25.6uM, 4.9uM, 19.4uM y 3uM respectivamente. Los 4
compuestos mostraron un IS mayor a 10 siendo la Chelerythrine el compuesto con mayor 1S

(1S=100).

55



Tabla 5: Determinacion de la concentracion citotoxica media (CCso) e indice de selectividad

de compuestos naturales aislados a partir de 6 especies de plantas de la Amazonia.

Especie Compuestos CCso (LM) IS
+SD

H. sucuuba Plumericina 19+01 10

P. sanguineispicum | 1-metilbutil cafeato 72+1.9 36

P. dennisii Acido 3-(3’,7’-dimetil-2’,6’-octadienil)-4- 179.6 £ 11.4 9
metoxibenzoico

P. hispidum 2’-Hydroxy-3’,4’,6’-trimethoxychalcone 16+0.1 2

A. peruviana Damsina 216.2+356 | 114
Confertina 226 +4.9 7
Avicine 25.6+0.4 86

Z. rhoifolium Nitidine 49+0.2 10
Fagaridine 19.4+0.3 39
Chelerythrine 3.0£0.1 100

Control positivo Anfotericina B 3.6+0.2 36

CCso: Concentracion citotoxica media determinada sobre macréfagos peritoneales de raton
BALBI/c, SD: Desviacion estandar. IS: Indice de selectividad (CCso/ICso). Los ensayos fueron
realizados por triplicado en tres experimentos independientes.

7.2.3.2. Evaluacion de la citotoxicidad y determinacién del indice de selectividad de
compuestos derivados de sintesis sobre el modelo de macrdfagos peritoneales de ratén

BALBI/c

Los compuestos sintéticos previamente descritos en el punto 7.2.2.2 fueron evaluados a nivel
de su citotoxicidad sobre macrofagos extraidos de la cavidad peritoneal de raton BALBI/c.
Posteriormente se realizd el célculo del indice de selectividad dividiendo los valores de
concentracion citotoxica media obtenidos sobre macréfagos peritoneales de ratdbn BALB/c
(CCso reportado en la tabla 6) sobre la concentracion inhibitoria media obtenidos sobre

amastigotes axénicos de L. amazonensis (Clso reportado previamente en la tabla 4).
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Se evaluo la citotoxicidad de 32 compuestos pertenecientes a la familia de las chalconas
(Anexo 7). En la tabla 6 se observa que las chalconas 26, 30, 31, 40, 41, 42 y 43 tuvieron una
CCso mayor a 100puM con un IS mayor a 10. Las chalconas 31, 40 y 41 tuvieron los IS mas
altos con valores de > 50, 84 y >200 respectivamente. También observamos que las chalconas

21y 38 tuvieron una CCsp de 12.5uM y 11.5uM respectivamente con un IS igual a 11.

Ademas, se evaluo la citotoxicidad de 38 compuestos pertenecientes a la familia de las BTPs
(Anexo 8). En la tabla 6 se observa que las BTPs 6, 28 y 36 fueron poco toxicos obteniéndose
valores de IS de 10, 85 y 9 respectivamente. Igualmente, la citotoxicidad de 13 compuestos
pertenecientes a la familia de las quinoxalinas (Anexo 9) mostr6 que los compuestos 2c, 4b y
4d tuvieron una CCso de 159.1uM, 133.6uM y 138.7uM respectivamente. Los compuestos 4b

y 4d tuvieron un IS igual a 25 y 21 respectivamente.

Finalmente, se evalud la citotoxicidad de 3 compuestos pertenecientes a la familia de las
benzo[c]fenantridinas. En la tabla 6 se observa que el compuesto sintético Fagaronine tuvo una
CCso de 19.5uM con un IS igual a 49. Los compuestos Nornitidine y Norfagaronine no fueron
evaluados a nivel de su citotoxicidad por ser compuestos poco activos sobre amastigotes

axénicos de L. amazonensis (Anexo 6a).

57



Tabla 6: Determinacion de la concentracion citotoxica media (CCso) e indice de selectividad

de compuestos sintéticos sobre macrofagos peritoneales de raton BALB/c

Compuestos CCso (UM) SD IS
Chalcona 20 ND - -
Chalcona 21 12.5 0.8 11
Chalcona 26 166.2 4.7 17
Chalcona 30 157.2 0.9 38
Chalcona 31 >300 - >50
Chalcona 38 115 2.0 11
Chalcona 40 384.3 13.2 84
Chalcona 41 >250 - >200
Chalcona 42 142.9 11.0 12
Chalcona 43 132.5 31.3 21
BTP 6 150.7 17.0 10
BTP 21 6.5 0.6 13
BTP 28 144.8 29.5 85
BTP 30 7.9 0.1 9
BTP 36 161.5 5.9 9
Quinoxalina 2a 13.7 8.2 3
Quinoxalina 2b 78.7 19.8 1
Quinoxalina 2c 159.1 34.2 4
Quinoxalina 2d 13.8 2.1 5
Quinoxalina 2e >23.4 - >6
Quinoxalina 4b 133.6 22.7 25
Quinoxalina 4d 138.7 18.6 21
Fagaronine 19.5 0.8 49
Anfotericina B 5.4 0.2 54

CCso: Concentracion citotéxica media determinada sobre macréfagos peritoneales de raton
BALB/c, SD: Desviacion estandar. IS: Indice de selectividad (CCso/ICsg). Los ensayos fueron
realizados por triplicado en tres experimentos independientes.
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7.2.4. Evaluacion de la actividad de compuestos naturales y de sintesis sobre el modelo de

amastigotes intracelulares de Leishmania amazonensis.

Se implementd un modelo de bioldgico para evaluar la actividad anti-Leishmania
(concentracion inhibitoria media Clso) de compuestos naturales y de sintesis sobre amastigotes
intracelulares de Leishmania amazonensis (estadio equivalente al encontrado en el hospedero
mamifero). Este modelo toma en cuenta la infeccién in vitro de macréfagos peritoneales de

raton BALB/c con amastigotes axénicos de L. amazonensis.

La evaluacion de la actividad anti-Leishmania se realizd a aquellos compuestos que
presentaron un indice de selectividad mayor o igual a 10. De esta manera seleccionamos los
compuestos  naturales  Plumericina, el Acido 3-(3’,7’-dimetil-2°,6>-octadienil)-4-
metoxibenzoico, la Damsina, la Avicine, la Nitidine, Fagaridine y Chelerythrine. Ademas,
seleccionamos 9 Chalconas sintéticas (compuestos 21, 26, 30, 31, 38, 40, 41, 42y 43), 5 BTPs
sintéticos (compuestos 6, 21, 28, 30 y 36), 7 quinoxalinas sintéticas (compuestos 4b y 4d) y

una benzo[c]fenantridina sintética (Fagaronine).

Los resultados observados en la tabla 7 muestran que la plumericina, la Chelerythrine y la
chalcona 21 fueron los compuestos mas activos contra amastigotes intracelulares de L.
amazonensis obteniendo una Clso de 0.9uM, 0.5uM y 0.9uM respectivamente, semejante a la

Anfotericina B (Clsg = 0.5uM).

Los compuestos é&cido 3-(3°,7°-dimetil-2’,6’-octadienil)-4-metoxibenzoico, Nitidine,
Fagaronine, chalcona 38 y BTP 6 tuvieron una moderada actividad sobre amastigotes
intracelulares de L. amazonensis con una Clso entre 1-10uM, mientras que la chalcona 26, 30,
40, 41 y las quinoxalinas 2a y 2e mostraron una actividad anti-Leishmania con una Clso entre

10-20uM.
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Tabla 7: Determinacién de la concentracién inhibitoria media (Clso) de compuestos naturales

y de sintesis sobre amastigotes intracelulares de Leishmania amazonensis.

Compuestos L. amazonensis Clso (UM) = SD
Plumericina 09x0.2
Acido 3-(3’,7’-dimetil-2’,6°-octadienil)-4- 42+1.0
metoxibenzoico

Damsina 22631
Avicine >13.6
Nitidine 1.6+0.8
Fagaridine >13.6
Chelerythrine 0.5+0.02
Chacona 21 0.9+0.03
Chacona 26 143+46
Chacona 30 16.6 £3.1
Chacona 31 285+1.9
Chacona 38 41+0.3
Chacona 40 16.9+6.2
Chacona 41 121+1.1
Chacona 42 24.0+0.9
Chacona 43 29.7+£3.9
BTP 6 8.2+05
BTP 21 >2.0
BTP 28 >30
BTP 30 >2.0
BTP 36 109+1.6
Quinoxalina 4b 437+ 25
Quinoxalina 4d 429+6.4
Fagaronine 10.0+£04
Anfotericina B 0.5+£0.07

Clso: Concentracion inhibitoria media determinada sobre amastigotes axénicos de L.
amazonensis, SD: Desviacion estandar. Los ensayos fueron realizados por triplicado en tres
experimentos independientes.
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7.3. Evaluacion in vivo.

Se establecié un modelo de infeccidn in vivo de ratones BALB/c con amastigotes de L.
amazonensis provenientes de una lesion de un raton reservorio (amastigotes intralesionales).
El propdsito de infectar con amastigotes intralesionales esta relacionado con el hecho de
aprovechar la mayor virulencia que tiene el estadio amastigote comparado con el estadio

promastigote.

Este modelo se utiliz6 para la evaluacion de nuevos compuestos naturales o sintéticos con
potencial actividad anti-Leishmania. Tomando en cuenta los resultados de citotoxicidad y la
actividad de los compuestos naturales y derivados de sintesis sobre amastigotes axenicos e
intracelulares a nivel in vitro se decidio analizar la actividad de los compuestos con mayor
indice de selectividad en un modelo de infeccion in vivo utilizando ratones BALB/c. De esa
manera se ha logrado evaluar 11 compuestos de diferente naturaleza en un modelo de infeccion
in vivo donde se mantiene una evolucion controlada de la inflamacion durante el desarrollo de

la infeccién y el tratamiento.

Los pasos que se siguieron en el desarrollo del modelo in vivo fueron: i) Se evalud la toxicidad
del vehiculo utilizado como solvente de los compuestos, ii) Se estandarizo la carga parasitaria
inicial para la infeccion in vivo utilizando 3 dosis de infeccion con amastigotes intralesionales
de L. amazonensis V iii) Se realiz6 una primera exploracion de actividad anti-Leishmania de

11 compuestos en un modelo de infeccion in vivo.

7.3.1 Evaluacion de la toxicidad de las formulaciones sobre ratones BALB/c

Se evalué la toxicidad del vehiculo utilizado para disolver los compuestos, para ello, se inoculd
20uL del vehiculo que contiene una mezcla de Tween 20 al 4%, DMSO al 5% y PBS 0.01M

en la almohadilla plantar de la pata posterior derecha. El promedio del diametro de la pata
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derecha tratada no mostro diferencias significativas (p >0.05) al ser comparado con el diametro
de la pata izquierda no tratada. El tratamiento finalizé luego de 6 semanas y no se observd

ningun signo de toxicidad aguda en los ratones.
7.3.2 Estandarizacion de parametros de infeccion in vivo

Se estandarizo los pardmetros de infeccion in vivo utilizando como modelo de infeccién murino
al ratdbn BALBI/c. Para ello, se inocularon 3 dosis de parasitos administrados a 3 grupos de 10
ratones cada uno. Las dosis administradas fueron 3 cargas parasitarias iniciales de amastigotes
de L. amazonensis (obtenidos de una lesion en raton BALB/c) que fueron inoculadas por via
subcutanea sobre la almohadilla plantar de ambas patas posteriores. A partir de la segunda
semana de infeccion se evalud la progresion de la inflamacion mediante la medicion del

diametro de las patas posteriores con un caliper digital.
Las dosis de infeccidn inicial empleadas fueron las siguientes:

Grupo 1: 5x10° amastigotes intralesionales inoculados en ambas patas posteriores de 10

ratones BALB/c.

Grupo 2: 5x10° amastigotes intralesionales inoculados en ambas patas posteriores de 10

ratones BALB/c.

Grupo 3: 5x10* amastigotes intralesionales inoculados en ambas patas posteriores de 10

ratones BALB/c.

Grupo control: Se inoculo el vehiculo de administracion de los amastigotes intralesionales

(tampon fosfato salino, PBS 0.01M) en ambas patas posteriores de 10 ratones BALBI/c.

La duracién del experimento fue de 6 semanas.
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En la figura 4 se observa los promedios y la desviacion estandar de las medidas de la
inflamacién en las almohadillas plantares posteriores de 10 ratones/grupo infectados con L.
amazonensis. El experimento fue realizado en una repeticion de 10 individuos por grupo
experimental. Los resultados mostraron en los grupos 1 (5x10° amastigotes/raton) y 2 (5x10°
amastigotes/raton) un aumento rapido de la inflamacion conllevando a la formacion de lesiones

abiertas a partir de la cuarta semana.

El grupo 3 infectado con 5x10% amastigotes intralesionales mostré un aumento controlado de
la inflamacion (sin formacion de lesiones abiertas) de manera constante durante las 6 semanas
de evaluacion. Esto permitié determinar que la carga parasitaria inicial apropiada de
amastigotes intralesionales de L. amazonensis para inocular a los ratones BALB/c es de 5x10*

amastigotes.

Se utilizo el inoculo de 5x10* amastigotes intralesionales por raton para la evaluacion in vivo

de compuestos con potencial actividad anti-Leishmania.
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Figura 4: Evolucion del didmetro de la inflamacion de ratones BALB/c inoculados con 3 cargas

parasitarias.

7.3.3 Evaluacién de la actividad anti-Leishmania de los compuestos candidatos en un

modelo de infeccién in vivo.

A partir del experimento anterior se establecié que la carga parasitaria inicial para inocular

ratones BALB/c fue de 5x10* amastigotes intralesionales en cada almohadilla plantar posterior.

Se utiliz6 el modelo in vivo de infeccion murino en el cual 5x10* amastigotes de L. amazonensis
fueron inoculados en 13 grupos de 10 ratones, 1 semana post-infeccion se procedi6 con el
tratamiento por via intralesional sobre la pata posterior derecha de los ratones. La pata posterior

izquierda no fue tratada.

El tratamiento duro 3 semanas y se evalud el efecto antiparasitario por dos métodos: la
evolucion semanal del diametro de la lesién en las almohadillas plantares durante todo el

experimento y la cuantificacion de la carga parasitaria en la zona infectada al finalizar el
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tratamiento (4ta semana post infeccion) y en la 3ra semana post tratamiento (7ma semana post

infeccion).

7.3.3.1 Evaluacién del tratamiento de compuestos anti-Leishmania a nivel del diametro

de la inflamacion en la almohadilla plantar de ratones infectados con L. amazonensis.

La evaluacion del diametro de la inflamacion en la almohadilla plantar de las patas posteriores
derechas tratadas con los compuestos purificados a una dosis de 5mg/kg de peso fue realizado
una vez a la semana en un periodo de 7 semanas utilizando un céliper digital. Los valores fueron
reportados como promedios con desviacion estandar del didmetro de la inflamacion (en

milimetros) de 10 ratones.

Los resultados obtenidos en la 3ra semana post tratamiento (figura 5) indican que no hay
diferencias significativas (p >0.05) en la progresion de la inflamacion de los ratones tratados
con los 11 compuestos anti-Leishmania comparados con el grupo control sin tratamiento. Sin
embargo, se observa que el grupo tratado con la droga de referencia Glucantime® a una dosis
de 100mg/kg peso por dia generd una disminucién significativa del tamarfio de la inflamacion

comparado con el grupo control (p <0.05).
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Figura 5: Didmetro de la inflamacion de la pata posterior derecha de ratones BALB/c tratados

con 11 compuestos obtenido en la 3ra semana post tratamiento. (*: p <0.05).

7.3.3.2 Evaluacion del tratamiento de compuestos anti-Leishmania a nivel de la carga

parasitaria en la almohadilla plantar de ratones infectados con L. amazonensis.

La evaluacién de la carga parasitaria en la almohadilla plantar de las patas posteriores derechas
tratadas con 11 compuestos purificados a una dosis de 5mg/kg de peso fue realizado en la 1ra
semana post tratamiento y en la 3ra semana post tratamiento mediante la técnica de microscopia
de fluorescencia. Los valores fueron reportados como promedios con desviacion estandar del
numero de amastigotes intralesionales por miligramo de tejido infectado a partir de 3 ratones

por punto de evaluacion.

En la Figura 6 se observan los promedios de la carga parasitaria con desviacion estandar de la
actividad in vivo de 11 compuestos que fueron seleccionados como los mejores candidatos en

los modelos de evaluacién in vitro (IS mayor a 10). En esta figura se observa que los
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compuestos Fagaridine y las Chalconas 42 y 43 mantuvieron una disminucién significativa (p
<0.005) con respecto al control hasta la 3ra semana post tratamiento. Los compuestos
Chelerythrine y BTP 28 mostraron una disminucion significativa con respecto al control en la
3ra semana post tratamiento. Asi mismo la droga de referencia Glucantime mantuvo una
disminucion significativa de la carga parasitaria con respecto al control hasta la 3ra semana

post tratamiento.
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Figura 6: Evaluacion de la carga parasitaria (+SD) de ratones BALB/c infectados con L.

amazonensis y tratados con 11 compuestos. (*: p <0.05)

Tomando como referencia el grupo de ratones control se calcul6 el porcentaje de la reduccién

de la carga parasitaria de un tratamiento mediante la siguiente formula:

Porcentaje de reduccion de carga parasitaria

(Carga parasitaria control — Carga parasitaria Tratamientos

— )X 100
Carga parasitaria control
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En latabla 8 se observa que las chalconas 42 y 43 mostraron una actividad antiparasitaria contra
amastigotes de L. amazonensis obteniéndose una reduccién de la carga parasitaria del 92% y
74% respectivamente en la primera semana post tratamiento (p =0.0004 y p =0.002
respectivamente), esta actividad antiparasitaria se mantuvo hasta la tercera semana post
tratamiento obteniendo un 35% y 41% de reduccion de la carga parasitaria respectivamente (p
=0.01). Se observd también que el compuesto 21 no fue activo en la primera semana post
tratamiento, sin embargo, esta actividad se incremento en la tercera semana post tratamiento
logrando reducir en un 25% la carga parasitaria comparado con el control. Por otro lado, los
compuestos 38 y 41 tuvieron una actividad moderada en la primera y tercera semana post

tratamiento.

En el grupo de las BTPs sintéticas se observd que los compuestos fueron mas activos en la
primera semana post tratamiento obteniéndose valores de 30%, 46% y 65% de inhibicién de la
carga parasitaria para los compuestos 6, 28 y 36 respectivamente, sin embargo, cabe resaltar
que ninguno de ellos tuvo diferencias significativas con respecto al control (p >0.05). Luego
en la tercera semana post tratamiento se observé una disminucidn de la inhibicion de la carga
parasitaria en una razon de 2 a 15 veces, comparado con la primera semana post tratamiento;
sin embargo, se observo que el compuesto 28 al tener el menor ratio (ratio = 2) fue el Gnico
que tuvo diferencias significativas con respecto al control (p =0.01) a nivel de la carga

parasitaria en la tercera semana post tratamiento.

En el grupo de las benzo[c]fenantridinas se observa que la Fagaridine es el compuesto natural
mas activo, disminuyendo la carga parasitaria en mas del 50% en la 1ra y 3ra semana post
tratamiento (P = 0.003 y P = 0.002 respectivamente). EI compuesto Chelerythrine es menos
activo mostrando una reduccion de la carga parasitaria del 29% en la 3ra semana post
tratamiento (P = 0.006).
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Tabla 8: Porcentaje de reduccion de la carga parasitaria en ratones BALB/c infectados con L.

amazonensis y tratados con 11 compuestos naturales y sintéticos.

Compuestos Reduccién de la carga parasitaria (porcentaje * SD)
1ra semana Post tratamiento 3ra semana Post tratamiento

Glucantime (100mg/kg) 98 +4 ** 99+2
Chelerythrine 14+ 16 29+2 %
Fagaridine 53+ 14 ** 60+3 **
Avicine 42 +44 -6 £12
Chalcona 21 416 25121
Chalcona 38 9+3 8+5
Chalcona 41 11+24 17+15
Chalcona 42 92 +1 **# 35+2 *
Chalcona 43 74+5 ** 41+9 *
BTP 6 30+17 2+11
BTP 28 46 +17 25+3 %
BTP36 65+ 25 17+14

Los compuestos fueron administrados a 5mg/kg de peso. SD: Desviacién estandar. (*: p <0.05,
**: p <0.005, ***: p <0.0005) El experimento fue realizado en una repeticion incluyendo a 3
ratones para la 1ra semana post tratamiento y 3 ratones para la 3ra semana post tratamiento.

69



VII1. DISCUSION

Los amastigotes de Leishmania son los mejores candidatos para ser utilizados en sistemas de
cribados de alto rendimiento por ser el estadio que se encuentra en el huésped mamifero
incluido el hombre. Diversos trabajos de investigacion utilizan con frecuencia a los
promastigotes de Leishmania para evaluar la actividad de posibles agentes leishmanicidas
(Grogl et al. 2013, Sharlow et al. 2009, De Myulder et al. 2011, Vermeersch et al. 2009).
Sin embargo, el promastigote es el estadio que se encuentra en el insecto vector y no es el

blanco apropiado para desarrollar un posible medicamento anti-Leishmania.

En el presente trabajo se disefié un algoritmo bioldgico para la evaluacion anti-Leishmania de
compuestos sintéticos, extractos de plantas medicinales peruanas y compuestos aislados a partir
de los extractos activos. Este algoritmo considerd poner en practica una serie de pasos que

conducen a obtener un compuesto activo contra la leishmaniosis.

El primer paso de este algoritmo consider6 el uso de un sistema de cribado de alto rendimiento
utilizando amastigotes axénicos de Leishmania amazonensis para la evaluacion de 132
compuestos divididos en 35 compuestos naturales aislados a partir de un fraccionamiento
biodirigido de 8 especies de plantas descrito en el anexo 1 (Castillo et al. 2007, Valadeau et
al. 2009, Estevez et al. 2007, Odonne et al. 2009, Cabanillas et al. 2010, Cabanillas et al.
2012, Ruiz et al. 2011, Aponte et al. 2010a, Aponte et al. 2011) y 97 compuestos sintéticos
(43 chalconas, 38 BTPs, 13 quinoxalinas, 3 benzo[c]fenantridinas) descritos en los anexos 2 al
6 (Aponte et al. 2010b, Aponte et al. 2010c, Burguete et al. 2008, Castillo et al. 2014). El
segundo paso considero6 la evaluacion de la citotoxicidad sobre macr6fagos murinos de los
compuestos mas activos descritos en el paso anterior y el célculo del indice de selectividad

descritos en los anexos 7, 8 y 9. A partir de este trabajo se obtuvo un total de 25 compuestos
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con un indice de selectividad mayor a 10 (Tablas 5 y 6). Posteriormente en un tercer paso, 24
compuestos fueron evaluados sobre amastigotes intracelulares de L. amazonensis (Tabla 7) y
amastigotes intracelulares de 2 especies de Leishmania prevalentes en nuestro pais, L.
braziliensis y L. peruviana (anexo 10). En este punto se infectaron macr6fagos murinos con
amastigotes axénicos de las 3 especies de Leishmania y luego fueron tratados con diferentes

concentraciones sub toxicas para la célula huésped.

Los resultados de este tercer paso mostraron que la chelerythrine (benzo[c]fenantridina
cuaternaria) fue el compuesto mas activo sobre amastigotes intracelulares de L. amazonensis
comparado con otras moléculas de la misma familia de las benzo[c]fenantridinas (avicine,
nitidine, fagaridine y fagaronine). Comparando con la droga de referencia Anfotericina B, la
chelerythrine tuvo una actividad 5 veces mayor (Castillo et al. 2014). Esta diferencia a nivel
de la actividad entre benzo[c]fenantridinas terciarias y cuaternarias fue también observado en
otros modelos biologicos (Arisawa et al. 1984). Ademas, estos hallazgos también fueron
observados por Fuchino et al. 2010 quienes reportaron a chelerythrine como la molécula mas
activa sobre promastigotes de L. major (Clso igual a 0.016pM). A nivel de la citotoxicidad, los
compuestos avicine, nitidine, fagaridine y chelerythrine mostraron ser poco téxicos y con
mayor indice de selectividad (IS entre 10 y 100). Sin embargo, en un estudio realizado por
Nakanishi et al. 1999 reportaron sobre una linea celular de hepatoma (HTC 15) una Clso de
1.2 uM. A nivel de amastigotes intracelulares de L. amazonensis (tabla 15), se observé que los
compuestos nitidine y chelerythrine fueron activos (Clso de 1.6 y 0.5uM respectivamente),
teniendo este Gltimo compuesto una actividad semejante a la droga de referencia Anfotericina
B (Clso 0.4uM). La actividad de las benzo[c]fenantridinas en amastigotes axénicos fue mas alta
gue en los amastigotes intracelulares. Esto puede deberse a la diferencia en el metabolismo o

biodisponibilidad (Vermeersch et al. 2009).
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Con respecto a las chalconas se observo que la chalcona 21 fue més activa en las 3 especies de
Leishmania sugiriendo que este compuesto podria afectar una misma via metabolica (Aponte
et al. 2010b). Con respecto a los compuestos BTPs observamos que las BTPs 6 y 36 son activos
en las 3 especies de Leishmania, mientras que la BTP 21 solo muestra una actividad sobre
amastigotes intracelulares de L. braziliensis y L. peruviana (Aponte et al. 2010c). Estos
hallazgos nos sugieren que tener un algoritmo de alto rendimiento para el tamizaje de
compuestos utilizando amastigotes axénicos de L. amazonensis podria conducirnos a obtener

compuestos activos para amastigotes intracelulares de otras especies de Leishmania.

Finalmente, aquellos compuestos més activos a nivel in vitro fueron seleccionados para ser
evaluados a nivel in vivo (cuarto paso). En este punto se infectaron ratones BALB/c con
amastigotes obtenidos de un raton reservorio y luego fueron tratados con los compuestos
descritos en la figura 5. Siguiendo este procedimiento se evaluo la actividad antiparasitaria de
las chalconas 21, 38, 41, 42, 43, BTP6, BTP 28, BTP 36, Chelerythrine, fagaridine y avicine
sobre ratones BALB/c infectados con amastigotes de L. amazonensis provenientes de una
lesidn de un ratdn reservorio. Los resultados del tratamiento con los 5 compuestos sintéticos a
nivel de la progresion del tamafio de la inflamacion (Figura 5) no mostraron diferencias
significativas comparado con el control (P >0.05). La droga de referencia Glucantime® mostrd

una disminucion significativa de la inflamacion comparado con el grupo control (P <0.05).

Por otro lado, a nivel de la carga parasitaria se observé que las chalconas 42 y 43 (administrados
a una concentracion 7 veces menor que el control positivo) mostraron una reduccién de la carga
parasitaria del 92% y 74% respectivamente en la 1ra semana post tratamiento (Tabla 8). Estos
resultados fueron confirmados en la 3ra semana post tratamiento obteniéndose una reduccién
de la carga parasitaria del 35% y 41% respectivamente. Con respecto a los BTPs se observé

que los compuestos 28 y 36 mostraron una moderada reduccion de la carga parasitaria con una
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reduccion de la infeccion del 46% y 65% respectivamente en la 1ra semana post tratamiento
(Tabla 8). Este efecto antiparasitario disminuyo en la 3ra semana post tratamiento obteniéndose
una reduccién de la carga parasitaria del 25% y 17% respectivamente. Finalmente, se evalud
la actividad antiparasitaria in vivo de los compuestos chelerythrine, fagaridine y avicine. En
este grupo se observo que el compuesto chelerythrine tuvo una moderada reduccion de la carga
parasitaria con una reduccion de la infeccion del 14% y 29% en la 1ra y 3ra semana post
tratamiento respectivamente. EI compuesto fagaridine mostré una reduccion de la carga
parasitaria del 53% en la primera semana post tratamiento. Este efecto antiparasitario aumentd
en la 3ra semana post tratamiento obteniéndose una reduccion de la carga parasitaria del 60%
(Tabla 8). Estos hallazgos en la Chelerythrine y Fagaridine muestran que hay un efecto residual
que podria mejorar al suministrar dosis mayores en los ratones infectados. Para ello se
propondria un estudio robusto de toxicidad aguda y evaluacion de la dosis letal media tomando
en cuenta el trabajo realizado por Nakanishi et al. 1999 donde observaron que la fagaridine
administrada por via intravenosa en ratones CDF a la dosis de 75mg/kg de peso presentaba

toxicidad general y la muerte a las 24 horas de administracion (Sandor et al. 2016).

De manera similar se utilizé este algoritmo para el cribado de alto rendimiento de extractos
etanolicos de 149 especies de plantas medicinales utilizando amastigotes axénicos de
Leishmania amazonensis (Anexo 1). Este cribado de alto rendimiento permitio seleccionar a 6
extractos etanolicos de 6 especies de plantas con una Clsp menor a 10ug/ml (Tabla 2) para
seguir un fraccionamiento biodirigido hasta obtener compuestos activos. Estas plantas
pertenecieron al género Cestrum sp. de la familia Solanaceae conocidos por tener altos
contenidos de saponinas (Fouad et al. 2008, Germonpres et al. 2005), Piper sp. de la familia
Piperaceae conocidos por tener altos contenidos de chalconas responsables de la actividad anti-

Leishmania (Chen et al. 1993, Hermoso et al. 2003), Renealmia sp. de la familia
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Zingiberaceae conocidos por tener curcumina, un derivado diarilheptano, cuya accion se ha
descrito como un potente activador del receptor nuclear PPARYy, responsable de la defensa del
hospedero contra patdgenos (Lefevre et al. 2015) e Himatanthus sucuuba de la familia

Apocinaceae.

El fraccionamiento biodirigido de H. sucuuba utilizando amastigotes axénicos de L.
amazonensis permitio aislar e identificar dos isomeros estructurales, la plumericina e
isoplumericina con una Clso de 0.2 y 0.3pg/ml respectivamente (Castillo et al. 2007). Ambos
compuestos fueron semejantes a nivel de su citotoxicidad sobre macréfagos peritoneales de
raton BALB/c con una CCso de 1.9uM para ambos isomeros (ver tabla 5). Esta similitud entre
ambos isomeros estructurales también fue reportado por Sharma et al. 2011, en donde
demuestran que la plumericina y la isoplumericina son muy semejantes a nivel de su
citotoxicidad sobre una linea celular de macr6fago murino J774G8, con valores de CCsg de 24
y 20uM respectivamente. El calculo del indice de selectividad para la plumericina (IS igual a
10) demuestra que la accion del compuesto aislado es especifica para Leishmania amazonensis
y no téxico para células mamiferas. El analisis sobre amastigotes intracelulares de L.
amazonensis (tabla 7) demostr6 que la plumericina, a diferencia de la isoplumericina, tuvo una
actividad leishmanicida semejante al control positivo Anfotericina B (Clso igual a 0.9uM para
plumericinay 0.5 uM para Anfotericina B). Esta diferencia a nivel de su actividad entre ambos
isdmeros muestra ser de gran interés ya que se conoce que la orientacion de grupos radicales
influye en la actividad antiparasitaria de algunos compuestos (Montero-Torres et al. 2005).
Este tipo de iridoide espirolactona no se encuentra cominmente en la naturaleza, sélo alrededor
de 10 compuestos estructuralmente relacionados han sido aislados de los géneros Himatanthus,
Plumeria y Allamanda (Abdel-Kader et al. 1997). Sharma et al. 2011 evaluaron la actividad

de plumericina e isoplumericina aislada a partir de Plumeria bicolor sobre amastigotes
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intracelulares de L. donovani, encontrando una Clso de 1.41 y 4.1uM respectivamente. Estos
datos son semejantes a los reportados por nosotros demostrando que la plumericina tiene una

potente actividad sobre parasitos de Leishmania sp.

El fraccionamiento biodirigido de P. sanguineispicum permitio aislar e identificar 10
compuestos naturales (Cabanillas et al. 2010). EI compuesto 1-metilbutil cafeato, un derivado
del &cido cafeico tuvo una Clso de 2 pg/ml y una CCsg de 72ug/ml mostrando un IS igual a 35
similar a la Anfotericina B (ver tablas 3 y 5 respectivamente). Actualmente no se encuentran

reportes de actividad antiparasitaria de esta molécula.

El fraccionamiento biodirigido de P. dennisii permitio aislar e identificar 10 compuestos
naturales (Cabanillas et al. 2012). Se encontraron 2 nuevas moléculas que combinan
estructuras de derivados de acido benzoico prenilado y dihidrochalconas. Se encontrd también
3 acidos benzoicos prenilados, 3 dihidrochalconas, un cromeno y un acido benzoico geranilado
denominado como acido 3-(3°,7’-dimetil-2’,6’-octadienil)-4-metoxibenzoico el cual fue mas
activo contra amastigotes axénicos de L. amazonensis obteniéndose una Clsg de 20.8uM (ver
tabla 3), este valor es semejante al reportado por Flores et al. 2009, quienes observan la
actividad antiparasitaria sobre promastigotes de L. braziliensis mostrando un Clso de 6.5ug/ml
(22.5uM), ambos sistemas comprenden la evaluacion antiparasitaria directa. A nivel de la
toxicidad se observa que el acido benzoico geranilado fue 49 veces menos toxico sobre
macrofagos peritoneales de ratén comparado con el control positivo Anfotericina B (ver tabla
5). Cabe resaltar que este es el primer reporte de aislamiento del acido 3-(3°,7’-dimetil-2,6’-
octadienil)-4-metoxibenzoico a partir de P. dennisii. Estudios previos reportan el aislamiento
de este mismo compuesto a partir de hojas de P. adundum (Baldoqui et al. 1999, Flores et al.
2009 y Orjala et al. 1993). A nivel de amastigotes intracelulares se observé que el acido 3-

(3’,7°-dimetil-2’,6’-octadienil)-4-metoxibenzoico fue mas activo sobre parasitos de L.
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amazonensis (tabla 7) con una Clso igual a 4uM, probablemente debido a una actividad
inmunomoduladora. Generalmente la actividad anti-amastigote de una droga puede ser
selectiva y directa contra el parasito, o esta puede actuar indirectamente, por activacion de
mecanismos microbicidas en el macroéfago como la produccion de 6xido nitrico (NO) que es
considerado como el mecanismo leishmanicida mas importante del macrofago. Por ejemplo, la
activacion de la via de la NO sintasa esta implicada en el efecto protector del extracto de la
hoja de Kalanchoe pinnata contra la infeccion de ratones BALB/c con L. amazonensis (Da
Silva et al. 1999), un efecto que es reversible con el inhibidor del NO (L-NG-monometil-

arginina) disminuyendo el efecto antiparasitario.

El fraccionamiento biodirigido de P. hispidum permitié aislar e identificar 4 compuestos
naturales. Se encontr6 1 nueva amida (N-2-(3’,4°,5’-trimethoxyphenyl)ethyl-2-
hydroxybenzamide) y una conocida flavanona (pinocembrin) con poca actividad anti-
Leishmania. Ademas, se encontr6é dos chalconas siendo la mas activa el 2’-hydroxy-3’,4,6’-
trimethoxychalcone contra amastigotes axénicos de L. amazonensis obteniéndose una Clso de
0.8uM (ver tabla 3). La actividad citotoxica evaluada sobre macréfagos de raton BALB/c
mostro una CCso de 1.6pM, demostrando tener una elevada toxicidad sobre células
diferenciadas (Ruiz et al. 2011). En un trabajo publicado por Nyandoro et al. 2012 sobre
Toussaintia orientalis (Annonaceae) aislaron el 2’-hydroxy-3°,4,6’-trimethoxychalcone y fue
evaluado sobre 3 lineas celulares, la linea celular de fibroblastos de raton (L-929), linea celular
de leucemia mielocitica humana (K-562) y la linea de carcinoma de cuello uterino (HeLa) con
CCso de 9.5, 11.2 y 15ug/ml respectivamente (30.2, 35.6 y 47.7uM respectivamente). Estos
resultados demostraron que la molécula presenta una actividad anti proliferativa y citotoxica

por lo que es un potencial agente quimioterapéutico.
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El fraccionamiento biodirigido de A. peruviana permitid aislar e identificar 2 compuestos
naturales (ver tabla 3), damsina y confertina, ambos activos (Clsp < 10uM) sobre amastigotes
axénicos de L. amazonensis (Aponte et al. 2010a). En un estudio realizado por Lee et al. 1971
demostraron que la damsina es un agente citotoxico sobre las lineas celulares WI-38
(fibroblastos humanos normales), H.Ep.2 (células de carcinoma laringeo humano) y W-18 Va2
(células humanas transformadas con el virus 40) con CCso de 0.85 9.4 y 8.7uM
respectivamente, sin embargo, los resultados obtenidos sobre macrofagos murinos (tabla 5)
muestran que la damsina es poco toxica con una CCsp de 216pM con un IS igual a 114. La
confertina, un isdbmero de la damsina, mostré una menor actividad sobre amastigotes axénicos
y una elevada toxicidad. Esto apoya la nocion de que isébmeros estructurales no tienen igual
comportamiento debido a la diferente disponibilidad espacial de sus atomos o regiones de la
molécula activas (zonas con aceptores nucleofilicos). La alta selectividad de la damsina
permitio evaluar la actividad sobre amastigotes intracelulares de L. amazonensis obteniendo
una Clsg de 22.6pM. En este trabajo se observo que la damsina fue 12 veces menos activo en
amastigotes intracelulares comparado con amastigotes axénicos (Clso igual a 1.9uM) de la
misma especie, esto puede deberse a la barrera (macréfago murino) que tiene que atravesar la

molécula para llegar a su blanco y ejercer su poder antiparasitario.

El disefio de este algoritmo dividido en 4 pasos nos permitio cribar un total de 149 especies de
plantas medicinales y 97 compuestos sintéticos en amastigotes axénicos de L. amazonensis,
Macréfagos murinos, amastigotes intracelulares de L. amazonensis y ratones BALB/c
infectados con amastigotes de L. amazonensis derivados de lesion. De esa manera se obtuvo 3
compuestos activos (fagaridine, chalcona 42 y chalcona 43) a partir de 132 compuestos. Estos

3 compuestos son candidatos para seguir un estudio mas robusto de actividad anti-Leishmania.
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Finalmente, los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran el disefio de un algoritmo
que sigue pasos logicos para la evaluacion de compuestos con potencial actividad anti-
Leishmania. Ademas, la implementacion de este algoritmo podria ayudar a obtener compuestos
que aumenten los efectos de los medicamentos actuales con productos naturales utilizados en
la medicina tradicional o drogas sintéticas. Algunos de los nuevos proyectos tienen como
objetivo desarrollar una nueva generacion de fitoquimicos a base de plantas, que puedan ser
utilizadas solas o0 en combinacién con las drogas de sintesis. Estas nuevas formulaciones de
combinaciones de medicamentos deberan ser mas seguras, mas baratas y menos toxicas que
los recetados actualmente. Por ello, el desarrollo de un algoritmo para la identificacién rapida
de moléculas activas relacionadas con la capacidad de disminuir la infeccion ocasionada por

diferentes especies de Leishmania continda siendo estudiada en nuestro laboratorio.
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IX. CONCLUSIONES

Se disefio un algoritmo biologico para el descubrimiento de nuevas moléculas activas
contra la leishmaniosis cutanea.

Se implementd un sistema de cribado de alto rendimiento utilizando el modelo de
amastigotes axénicos de L. amazonensis para evaluar 148 especies de plantas reportadas
por las comunidades y pueblos indigenas para el tratamiento de la leishmaniosis en el
Perd.

Las plantas activas sobre amastigotes axénicos de L. amazonensis pertenecieron a las
especies Cestrum racemosum, Renealmia alpinia, Piper dennisii, Piper hispidum,
Piper strigosum e Himatanthus sucuuba con una Clsp menor a 10ug/ml.

Se utiliz6 el modelo de macrofagos peritoneales de raton BALB/c para evaluar la
citotoxicidad de 117 compuestos naturales y derivados de sintesis. permitiendo
seleccionar a 22 compuestos con un indice de selectividad mayor a 10.

Los compuestos naturales con mejor actividad anti-Leishmania y mayor selectividad
fueron el 1-metilbutil cafeato, la damsina y 3 benzo[c]fenantridinas (avicine, fagaridine
y chelerythrine) aislados a partir de Piper sanguineispicum, Ambrosia peruviana y
Zanthoxylum rhoifolium respectivamente.

El compuesto natural Fagaridine y los compuestos 42 y 43 del grupo de las chalconas

sinteticas fueron los més activos en el modelo de infeccion in vivo a la dosis de 5 mg/kg.

79



X. PERSPECTIVAS

El algoritmo bioldgico propuesto en este trabajo puede ser complementado con estudios
de toxicidad aguda y evaluacion de la dosis letal media (DLso) de los compuestos puros
fagaridine, Chalcona 42 y Chalcona 43 en un modelo in vivo utilizando ratones
BALBI/c.

Realizar estudios de farmacodinamica y farmacocinética de los compuestos mas activos
para entender cudl es la dosis mas alta (no toxica) que pueda mantener una presencia
constante y estable del compuesto en la zona de la lesion generada por los parasitos de
Leishmania.

Evaluar el efecto leishmanicida de los compuestos en un modelo de infeccién in vivo
utilizando ratones BALB/c infectados con L. peruviana y L. braziliensis.

Tomando en cuenta la metabolizacion de los compuestos cuando ingresan al huésped
mamifero se propone evaluar diferentes vias de administracién del compuesto en
ratones infectados con paréasitos de Leishmania. Estas vias de administracion pueden

ser oral, intraperitoneal o tdpica.
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XI. ANEXOS

ANEXO 1

Evaluacion de la actividad leishmanicida de extractos etandlicos de 149 especies de plantas del
Per( utilizadas en la medicina tradicional como remedios anti-Leishmania sobre amastigotes

axénicos de L. amazonensis.

Anexo la. Determinacion de la Clso (ug/mL) de extractos etandlicos de plantas provenientes

de la comunidad Yanesha.

Especie Parte de la planta utilizada Clso (pg/ml)
Acalypha macrostachya hojas 32.9
Acalypha mapirensis parte aérea 32.7
Acrocarpus fraxinifolius corteza 93.2
Anthurium croatii tallo ND
Anthurium ernestii hojas 31.7
Anthurium ernestii raiz 23.1
Begonia glabra hojas >100
Begonia parviflora hojas 18.1
Brunfelsia grandiflora corteza >100
Calea montana hojas 10
Capirona decorticans corteza >100
Carica papaya hojas 11
Cecropia latiloba hojas >100
Cestrum racemosum hojas 9.8
Clusia hammeliana hojas 50.8
Clusia trochiformis hojas >100
Columnea guttata hojas 28.8
Cyathea sp corteza >100
Daucus montanus raiz 50.8
Desmodium adscendens planta entera 33.1
Dieffenbachia williamsii tallo >100
Dracontium loretense tubérculo 60
Euphorbia heterophylla hojas 25.6
Gloxinia sylvatica hojas >100
Gurania lobata hojas >100




Especie Parte de la planta utilizada Clso (png/ml)
Hamelia patens hojas >100
Hedychium coronarium rizoma 10
Hedyosmum lechleri hojas 17.9
Heliocarpus americanus corteza >100
Hyptis lacustris hojas 10
Iresine diffusa hojas 63.3
Irlbachia alata hojas 37.4
Jacaranda copaia hojas 16.5
Lantana sp. hojas 10
Liabum eriocaulon hojas >100
Mansoa alliacea corteza 21.8
Munnozia hastifolia corteza 14.1
Nectandra cuspidata corteza >100
Oreocallis grandiflora hojas 23.7
Oxalis boliviana hojas >100
Paullinia bracteosa corteza 60
Peperomia distachya hojas 25.9
Persea peruviana corteza >100
Philodendron ernestii tallo >100
Phoradendron crassifolium hojas 14.2
Phthirusa robusta hojas 37.7
Phthirusa stelis hojas 28.5
Phytolacca rivinoides frutos 26.3
Piper aduncum hojas ND
Piper crassinervium hojas 25.8
Piper dennisii hojas 9.9
Piper politaereum hojas 50.3
Piper sp hojas 29.5
Piper sp hojas 19.9
Piper umbellatum hojas 39.5
Pityrogramma calomelanos hojas 88
Pseudolmedia laevis hojas 32
Psychotria poeppigiana hojas >100
Renealmia alpinia rizoma 9
Renealmia thyrsoidea rizoma 10
Rollinia mucosa hojas 25.2
Ruellia ruiziana hojas >100
Sanchezia oblonga hojas >100
Satyria panurensis hojas >100
Selaginella conduplicata hojas 86.1




Especie Parte de la planta utilizada Clso (png/ml)
Senna ruiziana hojas >100
Siparuna aspera hojas ND
Siparuna radiata hojas >100
Solanum peruvianum parte aérea 14.2
Stachytarpheta cayennensis parte aérea >100
Tabernaemontana sananho corteza 30.9
Tetragastris panamensis corteza >100
Tripogandra serrulata hojas >100
Urera baccifera hojas 48.6
Verbena littoralis parte aérea 33.3
Vernonanthura patens hojas >100
Virola sp. corteza >100
Vismia baccifera corteza >100
Vismia pozuzoensis hojas >100
Vismia sp Tallo 54.3
Warszewiczia coccinea corteza >100
Xiphidium caeruleum tallo >100
Zamia sp rizoma >100

ND: No determinado

En gris se resalta las plantas con una Clsgp < 10ug/mL sobre amastigotes axénicos de L.

amazonensis.

Datos publicados en Valadeau et al. 2009

Anexo 1b. Determinacion de la Clsg (ug/mL) de extractos etandlicos de plantas provenientes

del pueblo Yanapari.

Especie Parte de la planta utilizada Clso (ng/ml)
Brunfelsia grandiflora Corteza >100
Capirona decorticans Corteza >100
Cyathea sp. Corteza >100
Dracontium loretense tubérculo 60
Himatanthus sucuuba Corteza 5
Paullinia bracteosa Corteza 60
Zamia sp. rizoma >100

En gris se resalta las plantas con una Clsg < 10ug/mL sobre amastigotes axenicos de L.

amazonensis.

Datos publicados en Castillo et al. 2007




Anexo 1c. Determinacion de la Clso (ug/mL) de extractos etandlicos de plantas provenientes

de la comunidad Chayahuita.

Especie Parte de la planta utilizada Clso (ug/ml)
Abuta sp. tallo >100
Arrabidaea chica hojas >100
Bauhinia hirsutissima hojas >100
Bellucia pentamera corteza >100
Caladium picturatum raiz >100
Caladium steudneriifolium raiz >100
Calycophyllum spruceanum corteza >100
Capirona decorticans corteza >100
Capsicum sp. hojas 28.2
Clibadium sylvestre parte aérea 15.7
Clusia amazonica ramas 32.9
Clusia amazonica hojas 34.7
Copaifera paupera corteza >100
Cordia nodosa raiz >100
Cremastosperma longicuspe corteza >100
Croton lechleri corteza 31.3
Cybianthus anthuriophyllus raiz 12.3
Desmodium axillare parte aérea 17
Dieffenbachia costata hojas >100
Dracontium spruceanum raiz >100
Garcinia macrophylla corteza >100
Garcinia macrophylla hojas >100
Geophila repens frutos 87
Grias peruviana corteza >100
Hebeclinium macrophyllum parte aérea 31.5
Iryanthera juruensis corteza >100
Iryanthera sp. corteza >100
Isertia hypoleuca tallo >100
Klarobelia cauliflora corteza >100
Lacmellea oblongata hojas >100
Lacmellea oblongata corteza >100
Macrocnemum roseum hojas 22.4
Macrocnemum roseum ramas 37.2
Mussatia hyacinthina corteza >100
Perebea guianensis corteza >100
Philodendron solimoesense hojas >100




Especie Parte de la planta utilizada Clso (png/ml)
Philodendron surinamense raiz >100
Phytolacca rivinoides hojas 91
Piper hispidum hojas 5
Piper loretoanum parte aérea 13.6
Piper sanguineispicum tallo 15.3
Piper sp hojas 26.2
Piper sp hojas 35.2
Piper strigosum hojas 7.8
Pseudoelephantopus spicatus parte aérea 27.1
Rudgea loretensis corteza 34.2
Rudgea loretensis hojas 39.6
Salacia juruana corteza 41
Siparuna sp tallo >100
Smilax papyracea tallo >100
Solanum stramoniifolium frutos 56.9
Spondias mombin corteza >100
Swartzia simplex hojas >100
Tabernaemontana sananho raiz 58
Talinum paniculatum raiz >100
Tilesia baccata hojas 27.3
Triplaris americana corteza >100
Vismia tomentosa corteza 52.4
Warszewiczia cordata tallo 60.6
Zamia amazonum raiz 81
Zamia lindenii tallo 33

En gris se resalta las plantas con una Clsgp < 10ug/mL sobre amastigotes axénicos de L.

amazonensis.

Datos publicados en Estevez et al. 2007 y Odonne et al. 2009




ANEXO 2

Evaluacion de la actividad leishmanicida de 35 compuestos naturales sobre amastigotes

axénicos de L. amazonensis.

Especie Compuestos Clso | SD
(M)

H. sucuuba Plumericina 0.2 | 0.01
Isoplumericina 0.3 | 0.01
1-metilbutil cafeato 20 | 011
1-metilhexil cafeato 10.0 | 0.37
1-metiloctil cafeato 1.8 | 0.08
(8S,7'S,8'R)-3,3',4,4'-bis(metilendioxi)-7'-hidroxi-7- 36.7 | 3.08
oxolignano-9,9'-lactona

P. (8S,7'S,8'S)-3,3",4,4"-bis(metilendioxi)-7’-hidroxi-7- >130 -
oxolignano-9,9'-lactona

sanguineispicum [ (S 7'S 8'R)-7"-acetoxi-3,4-metilendioxi-3',4-dimetoxi-7- | 105.4 | 2.4
oxolignano-9,9'-lactona
(8R,7'S,8'S)-7"-acetoxi-3,3',4,4"-bis(metilendioxi)-7- 69.7 2.8
oxolignano-9',9-lactona
(7'S)-Parabenzolactona 79.4 | 0.68
Dihidrocubebin >140 -
Justiflorinol >140 -
Acido 4-hidroxi-3,5-bis(3-metil-2-butenil)-benzoico 2615 | 21.5
Acido 3,5-bis(3-metil-2-butenil)-4-metoxibenzoico 2446 | 27.4
Acido 4-hidroxi-3-(3-metil-2-butenoil)-5-(3-metil-2- 1121 | 104
butenil)-benzoico
2’,6’-Dihdroxi-4’-metoxidihidrochalcona 183.4 | 15.4

P. dennisii 4,2’ 6’-Trihidroxi-4’-metoxidihidrochalcona 614 | 13.1
Acido dennisiico A 569 | 7.1
Acido dennisiico B >89 -
Piperaduncin C 39.7 | 4.0
Acido 2,2-dimetil-8-(3-metil-2-butenil)-2H-1-cromeno-6- 1999 | 0.7
carboxilico
Acido 3-(3°,7’-dimetil-2’,6’-octadienil)-4-metoxibenzoico 20.8 | 8.7
N-2-(3°,4’,5’-Trimethoxyphenyl)ethyl-2- >40 -
hydroxybenzamide

P. hispidum 2’-Hydroxy-3,4°,6’-trimethoxychalcone 0.8 | 0.01
Cardamomin (2’,4’-dihydroxy-6’-methoxychalcone) 8 0.54
Pinocembrin (5,7-dihydroxyflavanone) >40 -

P. disticha Plagiochilina A 7.1 | 043




A. peruviana Damsina 19 | 0.03
Confertina 3.3 | 052
M. decora 10-acetoxy-8,9-epoxy-6-methoxythymol isobutyrate 295 | 1.26
Acetylschizogynol 3.2 | 031
Z. rhoifolium Avicine 0.3 0.1
Nitidine 0.5 0.1
Fagaridine 0.5 | 0.02
Chelerythrine 0.03 | 0.00
Control positivo | Anfotericina B 0.1 | 0.01

Clso: Concentraciéon inhibitoria media determinada sobre amastigotes axénicos de L.
amazonensis, SD: Desviacion estandar. Los ensayos fueron realizados por triplicado en tres
experimentos independientes.
Datos publicados en Castillo et al. 2007, Cabanillas et al. 2010, Cabanillas et al. 2012, Ruiz

etal. 2011, Aponte et al. 2010a, Aponte et al. 2011 y Castillo et al. 2014




ANEXO 3

Evaluacion de la actividad leishmanicida de 43 compuestos de la familia de las chalconas sobre
amastigotes axénicos de L. amazonensis y ubicacion de los sustituyentes en la estructura

general de la chalcona.

Anexo 3a. Actividad in vitro de 43 compuestos de la familia de las chalconas sobre amastigotes

axénicos de L. amazonensis

Compuesto | Sustituyentes del anillo Sustituyentes del Clso (uM) £ SD
A anillo B

1 2’-Hidroxi,4’-metoxi 4-Metoxi 17.2+12.3
2 3,4-Metilenedioxi >300

3 2’,4’-Dialliloxi Benzil 94+15
4 4-Metil 79.8+5.2
5 4-Metoxi 55+£1.0
6 3-Metoxi 8.7+0.8
7 4-Hidroxi 85.2+3.3
8 4-Hidroxi-3-Metoxi 107.2+5.1
9 3,4-Metilenedioxi 6.6 +4.2
10 2,4-Dimetoxi 1345+9.7
11 3,4,5-Trimetoxi 8.2+39
12 4-Trifluorometil 1276 £5.6
13 4-Cloro 9.4+43
14 4-Fluoro 95+1.8
15 2-Fluoro 95+0.8
16 2-Bromo 79x24
17 4-Nitro 83+1.0
18 4-Bromo-3,5-Dialiloxi >180
19 Cinnamil 75.2+10.3
20 4-Piridinil 0.6+0.1
21 2-Piridinil 1.1+0.3
22 2-Pirrolil 943+11.4
23 2-Funanil >300
24 2’°,4’-Dihidroxi Benzil 159+1.7
25 4-Metil 74+19
26 4-Metoxi 10+0.1
27 3-Metoxi 12+0.2




Compuesto | Sustituyentes del anillo Sustituyentes del Clso (uM) £ SD
A anillo B
28 4-Hidroxi 15.7+3.6
29 4-Hidroxi-3-Metoxi 149+1.7
30 3,4-Metilenedioxi 41+£1.2
31 2,4-Dimetoxi 6.4+09
32 3,4,5-Trimetoxi 9.7x1.2
33 4-Trifluorometil 8.6x20
34 4-Cloro 11.2+16
35 4-Fluoro 11.8+0.3
36 2-Fluoro 11.8+0.5
37 2-Bromo 106+24
38 4-Bromo-3,5- 11+0.1
39 Cinnamil 52.6 + 4.8
40 2-Funanil 46+1.1
41 2’,4’-Dimetoxi metil 4-Metoxi 1.3+0.2
42 3,4-Metilenedioxi 11.7+4.1
43 2’-Hidroxi-4’- 3,4,5-Trimetoxi 6.2+0.7
Anf. B - - 0.1+£0.01

Clso: Concentracion inhibitoria media determinada sobre amastigotes axénicos de L.
amazonensis, SD: Desviacion estandar. Los ensayos fueron realizados por triplicado en tres
experimentos independientes.

Datos publicados en Aponte et al. 2010b

Anexo 3b. Ubicacion del anillo Ay el anillo B dentro de la estructura general de la chalcona

Anillo A —R® | Anillo B
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ANEXO 4

Evaluacion de la actividad leishmanicida de 38 compuestos de la familia de las
Tetrahidrobenzotienopirimidinas (BTP) sobre amastigotes axénicos de L. amazonensis y

ubicacion de los sustituyentes en la estructura general de la BTP.

Anexo 4a. Actividad in vitro de 38 compuestos de la familia de las

tetrahidrobenzotienopirimidinas sobre amastigotes axénicos de L. amazonensis

Compuesto Sustituyentes R1y R2 Clso (UM) SD

D - 54.4 8.56
1 R1=H, R2=C6H5 43.7 6.31
2 R1 =H, R2 = 1-Naftalenil 12.7 1.03
3 R1 = H, R2 = 2-Naftalenil 39.0 4.04
4 R1 =H, R2 = Cinnamil 16.6 0.95
5 R1=H, R2 =C6H4-4-CH3 42.6 6.52
6 R1=H, R2 =C6H4-4-CH2CH3 15.7 4.34
7 R1=H, R2 = C6H4-4-CH(C2H6) 3.6 0.41
8 R1=H, R2 = C6H4-4-CH(C3H9) 1.7 0.15
9 R1=H, R2 = C6H4-4-OH 41.6 9.91
10 R1=H, R2 = C6H4-4-OCH3 47.5 8.38
11 R1=H, R2 = C6H4-3-OCH3 36.1 4.67
12 R1=H, R2 =C6H3-3,4-O-CH2-O 29.4 13.49
13 R1=H, R2=C6H3-2,4-OCH3 33.2 9.24
14 R1=H, R2 = C6H2-3,4,5-OCH3 7.2 0.41
15 R1=H, R2 = C6H3-3-OCH3, 4-OH 7.2 0.67
16 R1=H, R2 = C6H2-3,5-OCH3, 4-OH 40.8 8.24
17 R1 =H, R2 = C6H2-3,5-Alliloxi, 4-Br 5.3 2.55
18 R1 =H, R2 = 2-Furil 4.2 0.66
19 R1 =H, R2 = 2-Pirrolil 10.1 1.17
20 R1 = H, R2 = 4-Piridinil 232.6 35.99
21 R1 = H, R2 = 2-Piridinil 0.5 0.02
22 R1 =H, R2 = C6H4-4-NO2 38.5 4.96
23 R1=H, R2 = C6H4-2-NO2 107.8 19.64
24 R1=H, R2 =C6H4-4-CF3 2.0 0.01
25 R1=H, R2 = C6H4-2-CF3 1.2 0.11
26 R1=H, R2 = C6H4-4-F 9.7 0.84




Compuesto Sustituyentes R1y R2 Clso (UM) SD

27 R1=H, R2 = C6H4-2-F 3.3 0.18
28 R1=H, R2 = C6H4-4-ClI 1.7 0.06
29 R1=H, R2 = C6H4-2-ClI 2.2 0.16
30 R1=H, R2 = C6H4—-4-Br 0.9 0.02
31 R1=H, R2 = C6H4-2-Br 1.3 0.12
32 R1=H, R2 = C6H4-4-CN 32.3 6.99
33 R1=H, R2 = C(CH3)3 1126 26.94
34 R1, R2=CH3 40.6 10.56
35 R1 =CH3, R2 = C6H5 28.5 4.65
36 R1, R2 = CH2CH3 19.0 1.13
37 R1, R2 = C6H5 182.3 15.64
Anf B - 0.1 0.01

Clso: Concentraciéon inhibitoria media determinada sobre amastigotes axénicos de L.
amazonensis, SD: Desviacion estandar. Los ensayos fueron realizados por triplicado en tres
experimentos independientes.

Datos publicados en Aponte et al. 2010c

Anexo 4b. Estructura general del compuesto D y ubicacidn de los sustituyentes R1 y R2 de los

compuestos sintéticos derivados de las BTPs
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ANEXO 5

Evaluacion de la actividad leishmanicida de 13 compuestos de la familia de las quinoxalinas
sobre amastigotes axénicos de L. amazonensis y ubicacion de los sustituyentes en la estructura

general.

Anexo 5a. Actividad in vitro de 13 compuestos de la familia de las quinoxalinas sobre

amastigotes axénicos de L. amazonensis

Sustituyentes
Compuesto | R R Re’ R6 | R7 (ﬁl'\;‘)) b
2a OCHzs OCHzs OCHs H H 4.9 2.1
2b OCHzs OCHzs OCHs H OCHz3 65.6 22.9
2c OCHzs OCHzs OCHzs H Cl 37.0 7.8
2d OCHs OCHs OCHs H F 2.7 0.6
2e OCHz3 OCHs OCHz3 CHs | CHs 4.1 0.5
3a O-CH>-O | O-CH>-O | H H H >100 -
3b O-CH>-O | O-CH>-O | H H OCHz3 >100 -
3c O-CH>-O | O-CH>-O | H H Cl >100 -
3d O-CH>-O | O-CH>-O | H H F >100 -
3e O-CH>-O | O-CH>-O | H CHs | CHs >100 -
3f O-CH2-O | O-CH>-O | H H CH3 >100 -
4b OCHz3 OH H H OCHs3 5.3 2.3
4d OCHzs OH H H F 6.7 1.3
Anf. B - - - - - 0.1 0.01

Clso: Concentracion inhibitoria media determinada sobre amastigotes axénicos de L.
amazonensis, SD: Desviacion estandar. Los ensayos fueron realizados por triplicado en tres
experimentos independientes.

Datos publicados en Burguete et al. 2008



Anexo 5b. Estructura general de la quinoxalina y ubicacion de los sustituyentes Rs’, R4’, Rs’,

R6 y R7 de los compuestos sintéticos derivados.
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ANEXO 6

Evaluacion de la actividad leishmanicida de 3 compuestos de la familia de las

benzo[c]fenantridinas sobre amastigotes axénicos de L. amazonensis y ubicacion de los

sustituyentes en la estructura general.

Anexo 6a. Actividad in vitro de 3 compuestos de la familia de las benzo[c]fenantridinas sobre

amastigotes axénicos de L. amazonensis

Sustituyentes
R1 R2 R3 R4 Clso(UM) | SD
Compuestos
Fagaronine CHs CHs H CHs 0.4 0.2
Nornitidine - - -CHz- -CHz- >150 -
Norfagaronine | - - H CHs >150 -
Anf. B - - - - 0.15 0.01

Clso: Concentracion inhibitoria media determinada sobre amastigotes axénicos de L.
amazonensis, SD: Desviacion estandar. Los ensayos fueron realizados por triplicado en tres

experimentos independientes.
Datos publicados en Castillo et al. 2014

Anexo 6b. Estructura general de las benzo[c]fenantridinas sintéticas y ubicacién de los

sustituyentes R1, R2, R3y R4.
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ANEXO 7

Evaluacidn in vitro de la concentracion citotoxica media (CCso) e indice de selectividad de 32

compuestos de la familia de las chalconas sobre macréfagos peritoneales de raton BALB/c

Compuesto CCso (UM) SD IS
1 ND - -
3 14.8 2.5 2
5 18.7 0.7 1
6 13.1 11 2
9 ND - -
11 12 0.6 2
13 13 2.0 1
14 13.8 0.9 2
15 13.3 5.3 1
16 5.4 1.0 1
17 13.2 0.4 2
20 ND - -
21 12.5 0.8 11
24 27 2.0 2
25 16.5 4.8 2
26 166.2 4.7 17
27 17.6 2.9 2
28 21.7 0.7 1
29 ND - -

30 157.2 0.9 38
31 >300 - >50
32 ND - -
33 17.1 1.8 2
34 19 4.2 2
35 28.8 2.6 2
36 16 1.1 1
37 14.6 55 1
38 11.5 2.0 11
40 384.3 13.2 84
41 >250 - >200
42 142.9 11.0 12
43 1325 31.3 21
Anf. B 53 0.2 53

CCso: Concentracion citotoxica media determinada sobre macréfagos peritoneales de raton
BALB/c, SD: Desviacion estandar. IS: Indice de selectividad (CCso/ICsp). Los ensayos fueron
realizados por triplicado en tres experimentos independientes.



ANEXO 8

Evaluacidn in vitro de la concentracion citotoxica media (CCso) e indice de selectividad de 38

compuestos de la familia de las BTPs sobre macrofagos peritoneales de raton BALB/c

Compuesto CCso (UM) SD IS
D 32.6 3.8 1
1 26.2 2.7 1
2 16.5 4.5 1
3 15.6 2.1 0
4 1.7 0.4 0
5 21.3 3.8 1
6 150.7 17.0 10
7 8.3 2.9 2
8 6.5 0.6 4
9 178.9 10.6 4
10 61.8 2.1 1
11 18.1 1.3 1
12 17.6 0.9 1
13 142.8 2.3 4
14 8.6 6.2 1
15 23.8 4.9 3
16 122.4 5.9 3
17 3.7 4.3 1
18 2.5 0.2 1
19 10.1 14 1
20 162.8 10.3 1
21 6.5 0.6 13
22 200.2 2.1 5
23 ND - ND
24 8.2 0.8 4
25 3.1 0.3 3
26 9.7 0.5 1
27 10.2 1.3 3

28 144.8 29.5 85
29 11.0 0.9 5
30 7.9 0.1 9
31 7.5 1.0 6
32 161.5 9.3 5
33 180.2 10.9 2
34 239.5 28.5 6
35 159.6 13.2 6
36 161.5 5.9 9




Compuesto CCso (LM) SD IS
37 164.1 27.1 1
Anf B 5.4 0.2 54

CCso: Concentracion citotéxica media determinada sobre macréfagos peritoneales de raton
BALB/c, SD: Desviacion estandar. IS: Indice de selectividad (CCso/ICsp). Los ensayos fueron
realizados por triplicado en tres experimentos independientes.




ANEXO 9

Evaluacién in vitro de la concentracion citotoxica media (CCso) e indice de selectividad de 13

compuestos de la familia de las quinoxalinas sobre macrofagos peritoneales de raton BALB/c

Compuesto CCso (UM) SD IS
2a 13.7 8.2 3

2b 78.7 19.8 1

2C 159.1 34.2 4

2d 13.8 2.1 5

2e >23.4 - >6

4b 133.6 22.7 25

4d 138.7 18.6 21
Anf. B 4.4 0.2 44

CCso: Concentracion citotoxica media determinada sobre macréfagos peritoneales de raton
BALB/c, SD: Desviacion estandar. IS: indice de selectividad (CCso/ICso). Los ensayos fueron
realizados por triplicado en tres experimentos independientes



ANEXO 10

Determinacion de la concentracion inhibitoria media (Clsg) de compuestos naturales y de

sintesis sobre amastigotes intracelulares de 2 especies de Leishmania

Compuestos L. braziliensis L. peruviana
Clso (uM) £ SD | Clso (UM) £ SD
Damsina 18.6 £0.9 29.2+19
Chacona 21 1.4+0.1 40+£0.6
Chacona 26 76+05 23.0+£6.8
Chacona 30 8.6+1.6 19.7+4.6
Chacona 31 237.0+10.6 290.2 £20.8
Chacona 38 14.4+£0.9 ND
Chacona 40 30.4+54 342+3.1
Chacona 41 52+0.3 110.8 +19.8
Chacona 42 17.2+1.2 34.8+35
Chacona 43 13.1+21 19.3+3.4
BTP 6 105+1.1 95+3.1
BTP 21 0.6+0.1 0.7+£0.2
BTP 28 17.3+2.2 >30.0
BTP 30 >2.0 >2.0
BTP 36 11.1+0.8 70+1.1
Anfotericina B 0.4+0.05 0.3+0.03

Clso: Concentraciéon inhibitoria media determinada sobre amastigotes axénicos de L.
amazonensis, SD: Desviacion estandar. Los ensayos fueron realizados por triplicado en tres
experimentos independientes.



ANEXO 11

Protocolos de evaluacion aprobados por el comité de ética indicando el nimero de ratones a

utilizar en cada protocolo.

Modelo de | Protocolo de | N.° de | Justificacion
evaluacioén evaluacion ratones

bioldgico

Evaluacion de | 5ratones | Se evalud la citotoxicidad sobre macrofagos

citotoxicidad de raton BALB/c. se considera utilizar 5
(descrito en ratones de los cuales se colectara alrededor
punto 6.4.4.4) de 1x10” macréfagos totales. Esta cantidad
In vitro de células fue suficiente para evaluar la

citotoxicidad de los compuestos candidatos.

Evaluacion de la | 10 ratones | Se evalud la citotoxicidad sobre macréfagos

actividad de de ratobn BALB/c. se considera utilizar 10
compuestos ratones de los cuales se colectara alrededor
sobre de 2x10 macrofagos totales. Esta cantidad
amastigotes de células fue suficiente para evaluar la
intracelulares actividad de los compuestos candidatos
(descrito es sobre macrofagos infectados  con

punto 6.4.4.6) amastigotes intracelulares.




Modelo de | Protocolo de | N.° de | Justificacion
evaluacion | evaluacion ratones
biologico
Prueba de | S5ratones | Se evalué la citotoxicidad del vehiculo
toxicidad aguda Dimetil sulfoxido (DMSOQ) sobre 10 ratones
(descrito en el sanos.
punto 6.4.5.3)
Evaluaciéndela | 130 Se evalud la actividad de los compuestos
actividad anti- | ratones candidatos sobre ratones infectados con L.
In vivo Leishmania de amazonensis. Se utilizO 140 ratones
los compuestos separados en 12 grupos de 10 ratones cada
candidatos uno.
(descrito en el
punto 6.4.5.4)
Mantenimiento | 20 ratones | Se destind 20 ratones para mantener el
del reservorio parasito intracelular en su forma virulenta
de paréasitos de durante toda la ejecucion de la tesis.
L. amazonensis
en ratones
BALB/c

El tamafio muestral de ratones BALB/c fue de 170 ratones hembras de 6-8 semanas de edad.
Los ratones fueron mantenidos en jaulas ventiladas bajo condiciones libres de patdgenos con

comida y agua Ad libitum.



Para los ensayos in vitro, los ratones fueron eutanizados mediante la inoculacion por via
intraperitoneal de una sobredosis del anestésico Ketamina a 300mg/kg de peso y luego se
procedio a la extraccion de macrdfagos de la zona intraperitoneal colectados con medio M199
- 10% SFB. Los macrofagos fueron incubados por 24h a 37°C en presencia de 5% de COa,

cuantificados y colocados en placas de 96 pozos hasta su utilizacion.

Para los ensayos in vivo, los ratones fueron infectados con el paréasito intracelular L.
amazonensis en la almohadilla plantar de las patas posteriores (modelo in vivo de leishmaniosis
cutanea) con una aguja 30G que no genera lesion. Los tratamientos con los compuestos fueron
administrados empleando el mismo tipo de aguja. El tratamiento anti-Leishmania consistié en
administrar el compuesto por via intralesional a la dosis de 5mg/kg de peso 3 veces por semana
durante 3 semanas. Al término del tratamiento los ratones fueron eutanizados mediante
sobredosis de anestesia y se procedio a la extraccion de las lesiones de las almohadillas
plantares de los miembros posteriores. Las muestras fueron destinadas para la evaluacion de la
carga parasitaria mediante las técnicas de Dilucion Limitante (LDA) y microscopia de

fluorescencia.



