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Suntesis



SINTESIS

La leishmaniosis es una enfermedad causada por parasitos protozoos del género
Leishmania, clasificada por la Organizacion Mundial de la Salud como una de las
infecciones tropicales mas importantes. Los farmacos disponibles son toxicos, costosos y la
resistencia parasitaria ha emergido. En las areas endémicas la poblacion depende
fundamentalmente de la medicina natural para el tratamiento de la leishmaniosis. En este
trabajo, se evaluo la actividad del aceite esencial extraido de Chenopodium ambrosioides y
sus componentes mayoritarios frente a L. amazonensis. El ascaridol demostré la mayor
actividad frente al parasito; sin embargo el aceite esencial presentdé mayor especificidad
(citotoxicidad 15 veces mayor). El aceite esencial control6 el desarrollo de la infeccion al
administrarlo por via oral e intralesional en ratones infectados. Se observd una actividad
antiprotozoaria especifica del aceite esencial y no caus6 efecto sobre bacterias, hongos y
virus. Por otra parte, se demostrd la formacion de un radical libre del aceite esencial y el
ascaridol. Los productos inhibieron el Complejo III de la cadena respiratoria y se pudo
observar interacciones del aceite esencial con el ADN del parasito. El aceite esencial
mostrd un efecto sinérgico con la pentamidina. Este estudio demostrd las potencialidades
del aceite esencial de C. ambrosioides para el desarrollo de un nuevo agente

antileishmanial.
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I. Introduccion



I. INTRODUCCION

Leishmania es un género que agrupa a protozoos parasitos que se transmiten por la picada
de flebotomos hembras. Presenta un ciclo de vida que alterna entre la forma promastigote,
extracelular, encontrada en el insecto transmisor del parasito, y los amastigotes
intracelulares, los cuales infectan los macréfagos del hospedero vertebrado y se replican en
sus fagolisosomas (1).

Este pardsito causa un conjunto de enfermedades denominadas leishmaniosis.
Aproximadamente, de 1,5 a 2 millones de personas son infectadas anualmente y alrededor
de 350 millones de personas se encuentran en riesgo de contraer la enfermedad, la cual se
considera endémica de 88 paises tropicales y subtropicales. Adicionalmente, se ha
observado un dramadtico incremento en el nimero de casos de leishmaniosis visceral en
Sudén y la India; y en Europa en los pacientes infectados con el virus de inmunodeficiencia
humana (2). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha identificado la leishmaniosis
como una de las enfermedades tropicales mas importantes y uno de los principales
problemas de salud publica en Africa, Asia y América Latina (3).

Se conocen 21 especies de Leishmania patogenas al hombre y a los animales que
desarrollan principalmente tres formas de la enfermedad: leishmaniosis cutanea,
leishmaniosis mucocutanea y leishmaniosis visceral. La cutdnea se caracteriza por lesiones
dérmicas que pueden llegar hasta ulceras; la mucocutanea por metastasis de las lesiones
cutaneas causando deformidades fundamentalmente en la cavidad nasofaringea; mientras
que la visceral puede provocar hepato y esplenomegalia, depresion de la médula Osea,
anemia, disminucion del peso corporal y muerte en la mayoria de los casos no tratados (4).
El control de esta parasitosis mediante la vacunacion atn no ha sido posible, principalmente
por la variacion genética entre las especies del parasito. El control del vector y del
reservorio s6lo es posible en ciertas situaciones de transmision doméstica. En los paises

endémicos, la quimioterapia es la principal opcidn para contrarrestar la enfermedad (4, 5).



Alrededor de 25 compuestos se han utilizado para el tratamiento de la leishmaniosis, pero
solo pocos han podido clasificarse como agente antileishmaniales para usarse en humanos
(4). Los farmacos recomendados para el tratamiento de la leishmaniosis son los derivados
organicos de antimonio pentavalente: estibogluconato de sodio (Pentostam®) y antimoniato
de meglumina (Glucantime®). La anfotericina B y sus formulaciones lipidicas, la
pentamidina y la aminosidina son usadas como terapia de segunda linea. Todos estos
medicamentos necesitan ser administradas por via parenteral, los tratamientos requieren
largos periodos de tiempo, son toxicas, costosas y la resistencia parasitaria ha aumentado
como un agravante. Recientemente, se ha comenzado a usar la miltefosina, la cual ha
demostrado una alta eficacia frente a la leishmaniosis visceral y se puede administrar por
via oral (6). Las limitaciones mencionadas de los farmacos disponibles contra esta
parasitosis han provocado que se necesite, urgentemente, la busqueda y desarrollo de
nuevos farmacos de mayor eficacia, seguridad y accesibilidad para los pacientes (3, 5).

Actualmente, el 60 % de las personas que viven en areas endémicas dependen de la
medicina natural y tradicional para el tratamiento de la leishmaniosis, basado
fundamentalmente en el uso de plantas medicinales. El Programa de Enfermedades
Tropicales de la OMS ha considerado una prioridad la evaluacion farmacolédgica de las
plantas con el objetivo de desarrollar nuevos farmacos para el tratamiento de esta
parasitosis (7). Una de las plantas conocida por sus efectos antiparasitarios es Chenopodium
ambrosioides, de la cual se han realizado estudios etnobotanicos que revelan su uso para el

tratamiento de la leishmaniosis cutdnea por la poblacion endémica de Brasil (8) y Peru (9).



Hipdtesis

A partir de los antecedentes expuestos se plantea la siguiente hipotesis de trabajo:

Los efectos antiparasitarios de los terpenos, fenoles y epoxidos presentes en el aceite
esencial de C. ambrosioides tienen lugar por mecanismos inespecificos, lo que permite el
desarrollo de nuevos farmacos con elevada eficacia para el tratamiento de la leishmaniosis.

Para dar cumplimiento a esta hipdtesis se formulan los siguientes objetivos:

Objetivo general

Determinar las potencialidades del aceite esencial extraido de C. ambrosioides y sus
principios activos como agentes terapéuticos frente a la leishmaniosis cutdnea
experimental, causada por L. amazonensis, como contribucion a la bisqueda de nuevas

alternativas terapéuticas

Objetivos especificos

1. Caracterizar mediante modelos in vitro la actividad de C. ambrosioides y sus
componentes mayoritarios frente a L. amazonensis en diferentes estudios de su
ciclo vital y el indice de selectividad del aceite esencial.

2. Comparar mediante biomodelos (ratones BALB/c) los efectos del aceite esencial de
C. ambrosioides frente a la leishmaniosis cutanea experimental causada por
L. amazonensis.

3. Establecer comparaciones entre la eficacia terapéutica en un modelo de
leishmaniosis cutanea, del aceite esencial de C. ambrosioides relacionadas a la via
de administracion y a los farmacos convencionales.

4. Aportar evidencias experimentales que permitan esclarecer el o los posibles
mecanismos de accion del aceite esencial de C. ambrosioides y su interaccion con

farmacos convencionales.



Novedad cientifica

Se demuestra por primera vez, desde el punto de vista cientifico, la actividad
antileishmanial del aceite esencial integro de C. ambrosioides y sus componentes
mayoritarios en modelos in vitro e in vivo. Adicionalmente, se brindan datos de interés
sobre los posibles mecanismos de accion directos del aceite esencial y sus componentes

para ejercer su efecto en el parasito.

Importancia tedrica

La tesis tiene valor metodoldgico para la evaluacion de compuestos naturales ya que traza
una estrategia de trabajo para la evaluacion de productos naturales frente a Leishmania a
través de diferentes biomodelos y ensayos.

Se aportan, ademas, conocimientos basicos para continuar los estudios del aceite esencial
de C. ambrosioides como farmaco potencial contra Leishmania. Estos estudios pudieran

formar parte del expediente de registro sanitario de nuevas formulaciones antiprotozoarias.

Importancia practica

El aporte practico de esta tesis es que avala cientificamente la posibilidad de explorar la
utilidad del aceite esencial de C. ambrosioides para el desarrollo de un medicamento para la
leishmaniosis, sobre todo en areas donde existe una baja asequibilidad y accesibilidad a los
farmacos convencionales.

La informacion que aporta puede ser utilizada en cursos de pregrado y postgrado de
Medicina Natural y Tradicional.

Los resultados de este trabajo forman parte de 11 publicaciones cientificas (tres nacionales
y ocho internacionales) (Anexo 1) y otros 16 articulos relacionadas con la tematica (Anexo
2). Han sido presentados en 29 eventos nacionales e internacionales (Anexo 3) lo cual eleva
el prestigio de las investigaciones cientificas que se realizan en Cuba en este campo.

Las diferentes fases del trabajo han formado parte de dos tesis: para optar por el titulo de
Licenciado en Biologia de la Universidad de la Habana y optar por el titulo de Master en
Parasitologia del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK). Se han recibido dos
resultados relevantes del IPK y un premio en el Forum de Ciencia y Técnica a nivel

municipal.



El presente trabajo fue realizado en las instalaciones del Instituto de Medicina Tropical
“Pedro Kouri”. Adicionalmente, se contd con la colaboracion del Dr.C. Lars Gille de la
Unidad de Farmacologia y Toxicologia Molecular de la Universidad de Ciencias

Veterinarias de Viena, Austria.



II. Antecedentes



I1. REVISION BIBLIOGRAFICA

I1.1. Historia

Leishmania fue observada por primera vez por David D. Cuningham en 1885 y
posteriormente, por Peter Borovsky en 1898. En 1903, de forma independiente, William
Leishman y Charles Donovan describieron las caracteristicas del parasito, y James Wright
los clasifico en el orden Protozoa y el género Leishmania (10). Posteriormente, se han
realizado muchos estudios sobre el parasito y las enfermedades que ocasiona, a las cuales
se les denomin6 leishmaniosis. En los Gltimos afios se ha observado un incremento en las
investigaciones basicas sobre la biologia, genoma del parasito, su relacion con los
hospederos, asi como la expresion de la infeccion. Actualmente, la leishmaniosis ha sido
clasificada por la OMS como una de las seis enfermedades tropicales mas importantes, por
lo que los estudios en todos los campos de esta parasitosis continian siendo de vital
importancia con el objetivo de poder incidir sobre la morbilidad y la mortalidad causada

por la leishmaniosis.

11.2. Agente etioldgico
11.2.1. Taxonomia
Reino Protista.
Phylum Protozoa.
Clase Zoomastigophorea.
Orden Kinetoplastida.
Familia Trypanosomatidae.
Género Leishmania.

Existen mas de 20 especies de Leishmania, de las cuales 17 son conocidas como patogenas
al hombre y a los animales (3). Las especies de Leishmania presentan caracteristicas
morfologicas similares que las hacen indistinguibles. Sin embargo, entre ellas existen
considerables diferencias bioquimicas y moleculares, lo que conlleva entre otros factores a

que causen un amplio espectro de manifestaciones clinicas en diferentes zonas geograficas.



En la combinacién de todos estos factores se ha basado la taxonomia de Leishmania;
dividiéndose en dos subgrupos (Tabla 1), los cuales a su vez estan formados por complejos

y estos por subespecies (2, 12).

Tabla 1. Clasificacion de las especies de Leishmania patogenas al hombre.

Género Subgénero Complejos Especies
Leishmania Leishmania donovani donovani
infantum infantum
chagasi
tropica tropica
major major
aethiopica aethiopica
mexicana mexicana
pifanoi

venezuelensis
amazonensis
garnhami
Vianna braziliensis braziliensis
peruviana
equatorensis
guyanensis guyanensis
panamensis
lainsoni lainsoni

11.2.2. Caracteristicas generales del parasito

Leishmania es un eucariota diploide que presenta dos estadios de vida en su ciclo bioldgico.
Los promastigotes (Figure 1A) son la forma infectiva extracelular presente en el hospedero
invertebrado que se caracterizan por ser células alargadas y fusiformes que miden de 14 pm
a 20 um de largo por 1,5 um a 4 um de ancho, con un flagelo anterior de 20 um de largo
que le confiere movilidad. Presentan un paquete flagelar, nlcleo, mitocondria y
cinetoplasto. El amastigote (Figure 1B) es la forma infectante intracelular, presente en el
huésped vertebrado, la cual es inmovil y se presenta como un cuerpo oval o esférico y mide
entre 6 um a 7 um por 4 um a 6 um. Posee un nucleo central relativamente grande, un

cinetoplasto, mitocondria, un paquete flagelar y lisosoma (10).



Figura 1. Estadios de Leishmania en cultivos in vitro tefiidos por Giemsa. A:

Promastigotes; B: Amastigotes parasitando un macréofago.

11.3. Epidemiologia

11.3.1. Distribucion geografica

La leishmaniosis es una infeccion endémica de las areas tropicales y subtropicales de todos
los continentes excepto Australia y la Antartica. Se ha reportado en 88 paises de los cuales
16 son desarrollados y 72 subdesarrollados (12, 13). E1 90 % de los casos con leishmaniosis
cutanea se reportan en Afganistan, Arabia Saudita, Algeria, Iran, Irak, Siria, Sudan y Brasil;
mientras que el 90 % de los casos de la forma visceral se presentan en Sudan, India,

Bangladesh, Nepal y Brasil (14).

11.3.2. Frecuencia

Se estima que existen aproximadamente 14 millones de enfermos de leishmaniosis y mas
de 368 millones de personas se encuentran en riesgo de infeccion. Se reportan 2 millones de
casos por afo, de los cuales 1 500 000 son de la forma cutanea y 500 000 de la forma
visceral (13). Estos valores de frecuencia e incidencia son subestimados, debido a que se
notifican los casos de leishmaniosis s6lo en 40 paises, de los 88 donde existe esta
parasitosis (15). Por otra parte, es probable una tendencia al aumento de casos debido a los
cambios en zonas rurales como la deforestacion, urbanizacion y migracion de personas y

comunidades (12, 16).

11.3.3. Transmision de la infeccion

La infeccion primaria de Leishmania se produce por la inoculacion de promastigotes
durante la picada de un fleb6tomo hembra infectado. Se han reportado, esporadicamente,
casos de transmision congénita, sexual, por transfusion de sangre, hemodialisis, transplante

de organos, accidental en el laboratorio o por contacto directo lesion — lesion (10, 17).



11.3.4. Caracteristicas generales del vector

Los flebotomos de la familia Psychodidae, clase Insecta, orden Diptera y Phylum
Arthropoda, son los vectores potenciales de Leishmania. Se han descrito 600 especies de
flebotomos, de las cuales el 10 %, aproximadamente 30 especies, de los géneros
Phlebotomus en el Viejo Mundo (Europa, Asia y Africa) y Lutzomyia en el Nuevo Mundo
(América) son capaces de transmitir el parasito. Generalmente, los habitos alimenticios de
los vectores son nocturnos y la picadura es dolorosa en el hospedero vertebrado (18).

Los flebotomos son insectos pequefios, con un cuerpo lleno de cerdas y con alas en
posicion erecta. Presentan una gran diversidad de habitat, desde los desiertos o zonas
semidridas en el Viejo Mundo hasta las zonas humedas de las selvas tropicales del Nuevo
Mundo. Se refugian entre la hojarasca, los huecos en los arboles, en las madrigueras de los

roedores o intradomiciliarmente (18).

11.3.5. Ciclo bioldgico del parasito

El ciclo bioldgico de Leishmania alterna entre dos estadios de vida (promastigotes y
amastigotes) y dos hospederos (vertebrado e invertebrado) (Figura 2). Los amastigotes se
desarrollan en el hospedero vertebrado y son tomados por el fleb6tomo hembra durante la
alimentaciéon sanguinea. En el intestino del insecto los amastigotes se transforman a
promastigotes después de 24 h a 48 h, momento donde empieza la multiplicacion de los
promastigotes por division binaria; que van desde formas prociclicas no infectivas, hasta
formas metaciclicas altamente infectivas al cabo de 6 dias a 9 dias, momento que coincide
con una segunda alimentacion sanguinea del insecto vector (4, 10).

Cuando el insecto vuelve a picar, introduce los promastigotes metaciclicos, los cuales son
rapidamente reconocidos por el sistema reticuloendotelial, principalmente por los
macrofagos. Alrededor del parasito se forma una vacuola parasitofora y los promastigotes
sufren cambios morfoldgicos y bioquimicos hasta diferenciarse en la forma amastigote en
2-5 dias (4, 10). El éxito en el desarrollo del parasito radica en su capacidad de interferir
sobre los mecanismos de activacion de los macrofagos, sobrevive y se multiplica en el
ambiente hostil hasta causar la lisis de la célula hospedera (10, 19, 20). De 50 a 200

amastigotes pueden ser liberados, los cuales vuelven a infectar otros macrofagos (4, 10).
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Figura 2. Ciclo biologico de Leishmania.

11.3.6. Reservorios

Se considera reservorio de una enfermedad a aquellos animales que garantizan la existencia
del agente etiologico y por lo tanto, facilitan su transmision. La leishmaniosis es una
zoonosis mantenida por mas de 100 especies de animales. Entre los reservorios domésticos
juegan un papel fundamental los perros, y entre los salvajes podemos encontrar roedores,

chacales, perezosos, lobos y monos (21).

I1.4. Manifestaciones clinicas de la leishmaniosis

Leishmania causa un amplio espectro de manifestaciones clinicas en dependencia de los
factores de virulencia de la especie involucrada y la respuesta inmune del hospedero (20,
22). La leishmaniosis ha sido clasificada en tres formas principales de la enfermedad:

leishmaniosis cutanea (LC), leishmaniosis mucocutanea (LMC) y leishmaniosis visceral

(LV).



11.4.1. Leishmaniosis cutanea
La LC (Figura 3) es la forma mas simple y de mayor morbilidad. Es causada por 13
especies de Leishmania, pertenecientes a los complejos L. mexicana y L. braziliensis en

América y el complejo L. tropica en el Viejo Mundo (15, 19).

Figura 3. Leishmaniosis cutanea (Tomado de El-Hassan, Zijlstra EE. Leishmaniasis in

Sudan. Trans R Soc Trop Med Hyg 2001;95:1-76).

Los fleb6tomos inoculan en la dermis los promastigotes de Leishmania y tras un periodo de
1 semana hasta 2 meses, aparece una pequeia lesion nodular hiperémica en el sitio de
inoculacion, la cual se desarrolla y progresa a una lesion ulcerativa redondeada e indolora
que se caracteriza por tener una depresion central de fondo granuloso y limpio que exuda
liquido no purulento. Los bordes de la ulcera son bien definidos, elevados, hiperémicos e
indurados; donde se presenta la mayor carga parasitaria (1, 20). Las lesiones pueden ser
unicas o multiples y aparecen fundamentalmente en la cara y extremidades, aunque puede
haber metastasis a otros sitios. En algunos casos, los parasitos invaden los cordones
linfaticos, produce linfangitis y lesiones a distancia (20, 23).

Las lesiones iniciales de la piel pueden sanar espontdneamente cuando hay buena respuesta
inmunolégica del hospedero; pero en la mayoria de los casos las Ulceras presentan una
evolucion cronica de meses hasta afios, dejando cicatrices granulomatosas, verrugosas o
vegetantes. Pueden ocurrir deformaciones o mutilaciones si la lesion se encuentra en el
pabellon auricular. Con frecuencia las ulceras producen dolor y pus, debido a la infeccion
con otros patogenos oportunistas (1, 23).

Existen dos complicaciones de la LC a las que se les ha denominado: Leishmaniosis

cutanea difusa (LCD) y Leishmaniosis cutdanea recidivante (LCR). La LCD es causada por



L. amazonensis en el Sur de América y por L. aethiopica en Africa. Esta se caracteriza por
ser una forma cronica y progresiva que se manifiesta por lesiones diseminadas a nivel
dérmico, no ulcerativas, en forma de nodulos o placas con un alto nimero de amastigotes.
Las lesiones pueden persistir por décadas y es muy resistente al tratamiento (24). La LCR
es causada fundamentalmente por L. tropica en Iran, Irak y sus areas vecinas. Su
manifestacion tipica es una lesion Unica papular, no ulcerativa, que se desarrolla en los
bordes de la lesion original como pequeiios satélites o en el centro del area cicatrizada y

persiste por muchos afios (20, 24).

11.4.2. Leishmaniosis mucocutanea

La LMC (Figura 4), comunmente conocida por “espundia”, se presenta en el Sur de
América y es causada principalmente por L. braziliensis y con menor frecuencia por L.
guyanensis y L. panamensis (24). La enfermedad comienza con una lesion cutanea tipica en
el sitio de inoculacion por el vector y entre el 5-20 % de los pacientes pueden presentar
metastasis en las mucosas, las cuales pueden aparecer hasta 20 afos después de curada la
lesion original (10, 11). El area mas afectada es la cavidad nasofaringea, con perforaciones
del septum nasal y destruccion de la orofaringe, la faringe y la traquea, asi como de las
zonas cutaneas comprometidas. En raras ocasiones, también se ven afectadas otras mucosas
como son la labial, la conjuntiva o la genital (1, 25).

Esta forma se desarrolla hasta provocar graves e irreversibles deformidades o mutilaciones,
e incluso trastornos emocionales y organicos. La enfermedad mucosal no cura
espontaneamente y es muy resistente al tratamiento. La muerte ocurre en la mayoria de los
casos por asfixia a causa del bloqueo de la traquea, inanicion, infecciones respiratorias o

desnutricion (25).



Figura 4. Leishmaniosis mucocutdnea (Tomado de El-Hassan, Zijlstra EE. Leishmaniasis in

Sudan. Trans R Soc Trop Med Hyg 2001;95:1-76).

11.4.3. Leishmaniosis visceral

La LV (Figura 5) es la forma que causa mayor mortalidad, conocida mundialmente por su
nombre hindu “kala-azar”. Esta patologia es causada por los representantes del complejo
donovani: L. donovani en India, China y Africa; L. infantum en la region del Mediterraneo,

Africa Oriental y Sudeste de Asia; mientras que L. chagasi se presenta en América (21).

Figura 5. Leishmaniosis visceral (Tomado de El-Hassan, Zijlstra EE. Leishmaniasis in

Sudan. Trans R Soc Trop Med Hyg 2001;95:1-76).

Estas especies de Leishmania una vez transformadas en amastigotes en la dermis, tienen la
capacidad de diseminarse por via linfatica desde la piel hasta la médula ésea, bazo, higado

y ganglios linfaticos. La infeccion puede presentarse de manera asintomatica o subclinica



en muchos casos, o puede tener un curso agudo, subagudo o crénico. Los sintomas de la
LV clasica son fiebre, escalofrios durante varias semanas o con irregularidades, severa
caquexia, hepatomegalia, pancitopenia, hiperganmaglobulinemia e hipoalbuminemia. Se
presentan otros sintomas como: pérdida de peso, trombocitopenia, anorexia, dolor
abdominal, diarreas, vomitos, nauseas y fatiga (17, 21). El 90% de los casos, si no son
tratados, mueren tras 1-2 afios de infectados, debido a complicaciones orgéanicas o a causa
de patogenos oportunistas (17). El diagnostico oportuno y un tratamiento eficaz disminuye
la mortalidad en un 5 %, pero las recaidas son muy frecuentes (25).

Después del tratamiento de la LV, tras una cura aparente, puede desarrollar la enfermedad
conocida como: Leishmaniosis post-kala-azar (LPKA); donde se encuentran parasitos
locales a nivel de la dermis que persisten por largos periodos de tiempo y provocan una
respuesta inmune que puede causar otras complicaciones. Esta forma se presenta como
nddulos que se distribuyen por todo el cuerpo constituyendo un reservorio potencial de la

leishmaniosis visceral (20).

I1.5. Inmunologia

Uno de los aspectos fundamentales que distingue a la leishmaniosis, es el comportamiento
de la respuesta inmune del hospedero al contraer la infeccion. La inmunidad
antileishmanial es mediada por la inmunidad innata (macroéfagos y neutréfilos) y por la
adquirida (Células dendriticas, linfocitos T y B) (26).

La resistencia a la enfermedad estd dada por la activaciéon de subpoblaciones de linfocitos
Th1 CD4+; células que secretan interleucina (IL) 12 e interferon gamma (IFN-y), los cuales
participan en la activacion de los macréfagos. Otros mecanismos pueden estar involucrados
en la eliminacién del parasito, como es la actividad citotoxica de los linfocitos CD8" (27).
En cambio, la susceptibilidad estad relacionada con el desarrollo de una respuesta Th2, la
cual disminuye la generacion de una respuesta Thl protectora. En este caso la produccion
de citocinas como la IL-4, IL-5 e IL-10 regulan negativamente la activacion de macroéfagos
y la disminucion de la produccion de IFN-y; lo que conlleva a la progresion de la infeccion.
En algunos estudios se ha demostrado que en macrofagos infectados con Leishmania no
existe una relacion proporcional entre los niveles expresados de moléculas del complejo

mayor de histocompatibilidad tipo II (CMH-II) y el nivel de infeccién del macréfago. Esto



provoca que la célula infectada no presente el antigeno a las células CD4+ o que esta
presentacion no sea eficiente para generar una respuesta Thl (17, 26).

La interaccion de las células del sistema inmune y las citocinas involucradas demuestran la
complejidad de la infeccion causada por Leishmania. Adicionalmente, la mayoria de los
datos experimentales acerca del desarrollo de una respuesta inmune y la patogenia de la
enfermedad han sido colectados de modelos animales, por lo que el entendimiento del papel
de algunas células del sistema inmune y el desarrollo del amplio espectro de

manifestaciones clinicas ain se encuentra en estudio (26).

11.6. Diagndstico

El diagnostico rutinario de la leishmaniosis consiste en la demostracion de Leishmania. Los
amastigotes pueden ser identificados en muestras fijadas con metanol y tefiidas con Giemsa
o en inclusidn, corte de tejidos en parafina y tefiiddos con hematoxilina — eosina. El cultivo
es otra opcion para identificar los promastigotes, donde la muestra puede ser inoculada en
medio de Novy, Nicolle y McNeal (NNN), Schneider, RPMI 1640 hasta 15 dias. El uso de
la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RCP) es otro método directo que tiene alta
sensibilidad y especificidad con respecto a la demostracion del parasito. Este método,
combinado con otras tecnologias, permite ademdas conocer la especie de parasito
involucrada que incide positivamente en la decision del tratamiento a implantar por el
facultativo y tomar las medidas epidemiologicas adecuadas (28). En caso de la LC, las
muestras deben ser tomadas de los bordes arrollados alrededor de las tulceras o de los
nddulos linfaticos; mientras que en la LV la muestra se toma de la médula 6sea, el higado o
el bazo (17).

El diagnodstico parasitologico de la leishmaniosis se complementa con el diagnostico
inmunolégico. Una de las técnicas mas utilizadas es la Intradermorreaccion de Montenegro,
la cual es una prueba intradérmica de hipersensibilidad retardada utilizando el antigeno de
Montenegro (mezcla de parasitos inactivados o muertos). Este método de diagnostico es
complementario ya que no da un criterio definitivo en cuanto a la existencia de la
enfermedad, por lo que se usa principalmente en estudios epidemiologicos. Algunas
pruebas seroldgicas se han desarrollado como son: el ensayo de inmunofluorescencia

indirecta, el método de aglutinacion directa, el ensayo inmunoenzimatico sobre fase solida,



el radio-inmunoensayo o las tiras reactivas. Estos métodos son especificos y sensibles y
pueden ser utilizados usualmente si se cuenta con el equipamiento requerido. El diagndstico
inmunoldgico tiene mayor importancia en la LV de la enfermedad, la cual se caracteriza

por presentar altos titulos de anticuerpos especificos y no especificos circulantes (25).

11.7. Control

El control de la leishmaniosis se ha convertido en un serio problema. Como es una
infeccion zoonotica transmitida por vectores se dificulta la interrupcion de su ciclo
bioldgico. Otros factores han provocado el aumento de la infeccion como son las
deficiencias sanitarias, inadecuada ensefianza de aspectos de salud, migracion de
poblaciones y el control inadecuado de vectores y reservorios de infeccion (25, 28).

La educacion comunitaria es una de las principales medidas para el control de la
leishmaniosis. Las acciones recomendadas para la vigilancia epidemiologica incluyen el
desarrollo de campaias educativas con el objetivo de dar a conocer los factores de riesgo,
los vectores y los reservorios en las areas endémicas, asi como la importancia del
diagnostico precoz, el reconocimiento temprano de los sintomas, signos de la enfermedad y
un tratamiento completo con prescripcion médica (1, 18, 21).

El mejor método de interrumpir cualquier enfermedad transmitida por vectores es disminuir
el contacto entre hombre-vector. El control del vector solo es posible en algunas situaciones
de transmisiéon doméstica o peridoméstica y esta encaminado practicamente hacia los
vectores adultos. Se pueden utilizar insecticidas tales como el diclorodifeniltricloroetano
(DDT), el malation, el propoxur o la deltametrina, los cuales son aplicados en los contornos
de la vivienda. También pueden emplearse repelentes en la piel o mosquiteros impregnados
(18, 29).

La leishmaniosis puede ser zoonotica, de ahi que los reservorios jueguen un papel
fundamental para el control de la enfermedad. Los reservorios salvajes son muy dificiles de
controlar ya que habitan en extensas zonas boscosas. En el caso de los domésticos se
sugieren medidas como: la eliminacion fisica, medida que no es aceptada por la poblacion
en muchas regiones, roseado de insecticidas en la piel o el uso de collares impregnados

(30).



La vacunacion es considerada la mejor opcion para desarrollar una estrategia de control
efectiva contra la leishmaniosis. Numerosas preparaciones vacunales han sido evaluadas;
pero aun no se dispone de una vacuna eficaz contra Leishmania debido a las variaciones
antigénicas que presenta este parasito (25, 28). La primera generacion de vacunas que se
evaluo consistio en preparados de diferentes especies de Leishmania (L. tropica, L. major y
L. amazonensis) usando como adyuvante el bacilo de Calmette y Guerin (BCG).
Posteriormente, se desarrollaron preparados a partir de antigenos crudos o purificados de
Leishmania y vacunas de &cidos desoxirribonucleicos (ADN) (28). A pesar de las
numerosas investigaciones aun no se encuentran vacunas comercialmente disponibles y las
de mayor ¢€xito no protegen frente a diferentes especies causantes de la enfermedad (28,

31).

11.8. Tratamiento

11.8.1. Tratamiento convencional

Actualmente, la quimioterapia es uno de los métodos de control disponible para combatir
esta parasitosis. Sin embargo, debido a la complejidad de esta enfermedad en cuanto a su
epidemiologia no existe un tratamiento convencional que sea 100 % eficaz y seguro para
tratar todas las formas de la leishmaniosis. Actualmente, la quimioterapia de esta parasitosis
se limita a un pequeio nimero de farmacos disponibles (32). Los medicamentos de primera
linea contra la leishmaniosis son los derivados de antimonio pentavalente y como segunda
linea se emplean la anfotericina B, la pentamidina, la aminosidina y la miltefosina (Tabla
2). Sin embargo, estos farmacos no satisfacen las necesidades actuales ya sea por su
limitada eficacia, que provocan altos niveles de toxicidad, son muy costosos o se ha
desarrollado resistencia por el parasito. Por estos motivos, se necesita el desarrollo de

nuevas alternativas terapéuticas (11).



Tabla 2. Farmacos convencionales utilizados para el tratamiento de la leishmaniosis.

Farmaco

Estructura Quimica

Tratamiento

Observaciones

Nombre Comercial - Quimico
Derivados de CH,0H HOH,C 20 mg/kg/dia Toxico
antimonio LOH HOHL
pentavalente \ | Intravenoso o | No es efectivo
T”O\ s T'/Ocrz 3Na’ intramuscular | para todas las
cHO Sb*%sio“j especies
CHo/ OHC 20 dias a 30
_ ‘ dias Tratamiento
coo Pentostam® ©°¢
Estibogluconato de sodio prolongado
CH,NHCH; CILO
| B Resistencia
H(‘O\ e o parasitaria
Heo— o ‘ H2
ncon
néon |
Hdon HCOH
o Cranm
Glucantime®
Antimoniato de meglumina
Macrolido ? o 1 mg/kg/dia Muy toxico
poliénico
Intravenoso
I N T I I S N N ~
w Funsizonc® 30 dias en dias
) e, lerns
Diaminas 4 mg/kg/semana | Muy toxico
aromaticas >—QO<CH )s 0@—{
Lomidine® Intravenoso Resistencia
Isotiocianato de pentamidina
25 semanas
Aminoglicosido 15 mg/kg/dia | Sinergismo con
o] los antimonios
) oo Intramuscular
<% 21 dias
”mt Humatin®
Sulfato de Paramomicina
Alquilfosfolipido o 100 mg/dia Eficaz frente a
CH3 ——(CH)1uCHy—— 0 ——P——0——(CH,)——N'(CHa)y laLV
! Oral
Miltex® Teratogena
Miltefosina (Hexadecilfosfocolina) 28 dias




Los derivados de antimonio pentavalente (Sb") son los farmacos de eleccion para el
tratamiento de todos los tipos de leishmaniosis desde 1935. El mecanismo de accion preciso
de los antimoniales no ha sido completamente elucidado y su accidon antileishmanial
probablemente dependa de la transformacion del Sb¥ a antimonio trivalente (Sb'"), debido
a que los amastigotes son susceptibles solamente al Sb™ (33). No obstante, se ha reportado
que el antimonio actia sobre diferentes dianas en el pardsito que inhiben la ruta
bioenergética de Leishmania, especificamente sobre la glucolisis, la beta-oxidacion de los
acidos grasos y la inhibicion de la fosforilacion (34). Recientemente, se demostrd que el
antimonio es capaz de alterar el potencial redox por inhibicion de la enzima trypanotione
reductasa (35). Actualmente, algunas desventajas de los antimonios han conllevado a una
disminucion en el uso de los mismos. La primera razéon es que presentan una eficacia
variable frente a algunas especies y es totalmente ineficiente para tratar la LMC causada
por L. braziliensis. Por otra parte, la aparicion de la resistencia parasitaria se ha
incrementado con rapidez (3). Una nueva generacion de genéricos del pentostam ha sido
producida con el objetivo de disminuir su costo; sin embargo, debe tenerse cuidado con los
nuevos productores de antimonios debido a que se ha reportado que provocan una
cardiotoxicidad que puede ser fatal (36). La inyeccion del medicamento por via
intralesional es una alternativa que se ha evaluado, pero presenta la desventaja que cada
lesion debe ser inyectada individualmente y no previene la potencialidad de la infeccion de
poder diseminarse (4).

La anfotericina B se aislé6 por primera vez en 1956 de la bacteria actinomiceta:
Streptomyces nodusus, proveniente del Rio Orinoco de Venezuela. Este farmaco es un
antifungico por excelencia y desde la década de 1960 fueron demostradas sus propiedades
terapéuticas contra Leishmania y constituye el farmaco de eleccion en pacientes que
muestran resistencia a los antimoniales (4). La actividad antileishmanial de la anfotericina
B se debe a su selectividad por los 24-esteroles sustituidos, llamados ergosterol vis-a-vis
colesterol. Su union provoca la aparicion de poros en la membrana donde se pierden iones y
algunas biomoléculas de importancia conllevando a la lisis celular y muerte del parasito (4,
37). Debido a esta misma propiedad causa efectos adversos severos debido a que también
puede unirse al ergosterol presente en las células del huésped mamifero. Actualmente, se

han producido formulaciones lipidicas con el objetivo de disminuir los eventos toxicos de



la anfotericina B. En estas formulaciones, la solucion glucosada es reemplazada por
soluciones lipidicas que aumentan la afinidad de la anfotericina B por los tejidos
susceptibles y conlleva a una reduccion de su toxicidad y aumento de su eficacia,
facilitando su preferencia por las células del sistema reticuloendotelial, las cuales son la
diana del parasito. Tres formulaciones lipidicas estan comercialmente disponibles:
anfotericina B liposomal (AmBisome®), el complejo lipidico de anfotericina B (Abelcet®)
y una dispersion coloidal de anfotericina B (Amphocil®). El uso de estas formulaciones ha
sido considerado como uno de los mejores avances en el tratamiento de la leishmaniosis en
las ultimas décadas. De estas formulaciones, el AmBisome ha sido el mas estudiado y ha
demostrado su eficacia en pacientes con LC y LV, especialmente en areas de resistencia a
los antimoniales (5).

La pentamidina fue originalmente utilizada en el tratamiento de la Trypanosomiosis
Africana o mal del suefio y desde 1939 se demostr6 su actividad frente a infecciones por
Leishmania (4, 5, 37). La pentamidina actia sobre el genoma del parasito mediante el
bloqueo de la replicacion y la transcripcion, fundamentalmente a nivel mitocondrial. Las
poliaminas sustituyen los sitios de union de los &cidos nucleicos, preferentemente con el
ADN presente en el cinetoplasto (5). El uso de la pentamidina ha disminuido debido a su
menor eficacia comparada con otros medicamentos y la toxicidad que provoca; aunque
constituye una opcion en pacientes resistente a los antimoniales (14).

La aminosidina es producida por Streptomyces riomosus var. Paromomycinus, el cual fue
aislado en 1956. La actividad antileishmanial de la aminosidina fue demostrada desde la
década de 1960. El mecanismo de accion de la aminosidina frente a Leishmania aun
requiere ser completamente elucidado. Algunas evidencias experimentales demuestran que
inhibe la sintesis de proteinas ya que se une con la subunidad 30S ribosomal e interfiere con
la iniciacion por el acido ribonucleico (ARN) mensajero. Por otra parte, se ha observado
que promueve la asociacion de la subunidad ribosomal con ARN mitocondrial, provocando
una baja concentracién de Mg®" que provoca la disfuncién en el sistema respiratorio
parasitario. Tres formulaciones de la aminosidina en crema han sido utilizadas para la LC:
aminosidina al 15 % con cloruro de metilbenzetonio al 12 %, aminosidina al 15 % con urea
al 10 % y aminosidina con gentamicina al 0,5 %. Estas formulaciones han mostrado

variable eficacia respecto a la especie de Leishmania involucrada (16).



La miltefosina fue sintetizada en la década del 1960 y utilizada por sus propiedades
inmunomoduladoras. En 1987, Croft y colaboradores reportaron su actividad
antileishmanial in vitro frente a L. donovani (6). El mecanismo de accion antileishmanial
ha sido extrapolado de su efecto sobre células de mamiferos. La miltefosina modula los
receptores de la superficie celular, el metabolismo inositol, la activacion de la fosfolipasa y
la proteina kinasa C y otras vias metabdlicas que culminan en la apoptosis (38). La
miltefosina constituye el primer fairmaco que puede ser administrado por via oral y se
considera uno de los avances en la terapia contra Leishmania. Sin embargo; recientes
estudios han demostrado la insensibilidad de algunas especies como son: L. braziliensis, L.
guyanensis y L. mexicana (39). Estos resultados conllevan a que en América la miltefosina
no constituya la mejor alternativa de tratamiento (23). Por otra parte, en estudios con
animales se evidencio que la miltefosina es teratogénica, por lo que estd contraindicada en

pacientes embarazadas (6, 14).

11.8.2. Otros farmacos utilizados en la clinica

Los imidazoles y triazoles son conocidos como agentes antifingicos que son bien tolerados
por via oral. Este grupo de farmacos inhiben la enzima 14a-dimetilasa de la biosintesis del
esterol, interfiriendo en la biosintesis de la membrana del parasito. Entre este grupo de
medicamentos se destacan el fluconazol (40), el ketoconazol (41), el itraconazol (42) y el
posaconazol (43). Sin embargo, estos farmacos han mostrado distintos niveles de eficacia y
no son activos frente a todas las formas de la enfermedad.

La actividad antileishmanial de las purinas andlogas como el allopurinol ha sido evaluada
en ensayos clinicos con pacientes con LC y LV. Este firmaco es usado como sustrato por
varias enzimas de la via metabdlica de sintesis de las purinas y se incorpora selectivamente
en el ADN del parasito. Los resultados de su eficacia son controversiales por lo que en
muchos paises se descontinud su uso totalmente (44).

La sitamaquina es un firmaco andlogo de la §-aminoquinolina que se administra por via
oral, conocida por WR 6026. Esta nueva primaquina fue desarrollada originalmente para el
tratamiento de la malaria. Estudios en animales han demostrado una buena eficacia frente a
la LV. Sin embargo; en estudios clinicos no se ha observado una actividad relevante

después de 28 dias de tratamiento (45).



La cura de la infeccion por Leishmania es dependiente del desarrollo de una respuesta
efectiva del sistema inmune, por lo que el tratamiento con medicamentos que estimulen el
sistema inmune ha sido explorado. Esto fue demostrado por la combinaciéon de IFN-y y
derivados de antimonio frente a la LV en la India y Kenya (46), la administracion
combinada de la anfotericina B con IL-12 o IL-10 (47). No obstante, el precio de los
inmunomoduladores es exorbitantemente elevado para la poblacién endémica de los paises
en vias de desarrollo. Recientemente, los inmunomoduladores sintéticos han mostrado su
actividad frente a la leishmaniosis. Entre estos compuestos se destaca el tucaresol, el cual
promueve una respuesta del tipo Thl y la produccion de IL-12 e IFN-y (48). El
iminoquimod, una inmidazoquinolina, induce la produccion de 6xido nitrico en macrofagos

infectados in vitro con L. donovani (49).

11.8.3. Terapia combinada

Durante la ultima década se ha observado un incremento en la ineficacia de algunos
farmacos en areas endémicas, por lo que la terapia combinada se ha convertido en una
nueva estrategia para el tratamiento de la leishmaniosis. La combinacion de farmacos puede
aumentar su potencia, reducir sus efectos toxicos y prevenir la aparicion de resistencia.
Ejemplo de ello podemos citar el uso extensivo de la aminosidina en Sudéan en combinacion
con el pentostam para el tratamiento de la LV con una administracion durante 17 dias (50).
Recientemente, se reporto la eficacia de la miltefosina por via oral y la aminosidina por via

topica al tratar animales infectados con L. major (51).

11.8.4. Desarrollo de nuevos farmacos

Desde la pasada década se ha observado un incremento en el desarrollo de farmacos contra
Leishmania. Este ascenso ha sido favorecido por el aumento en el conocimiento sobre la
biologia, vias metabodlicas y el genoma del parasito, la revolucion en las técnicas quimicas,
los avances en las herramientas bioinformaticas y el apoyo de organizaciones y la industria
(52).

El desarrollo de productos sintéticos se ha basado en la busqueda virtual o in silico a partir
de un grupo farmacoforo basado en dianas terapéuticas del parasito (52). Como ejemplo

podemos citar los azasteroles que inhiben la 24-metiltransferasa, la cual ha mostado



actividad frente a L. donovani y L. amazonensis (53). La edelfosina y la ilmofosina, nuevos
derivados del alkil-lisofosfolipido, demostraron una alta actividad in vitro frente a L.
donovani (54) y la nicotinamida, un inhibidor de la deacetilasa NAD-dependiente, que
causa la inhibicién de L. infantum (55). Los productos sintéticos han sido considerados
exitosos debido al costo de produccion, el tiempo de obtencion, su novedad y facil escalado
en la industria (56).

Actualmente, el 60 % de las personas que viven en areas endémicas dependen de la
medicina natural y tradicional para el tratamiento de sus enfermedades, fundamentalmente
por el uso de plantas medicinales (7, 57). Por estos motivos, el Programa de Enfermedades
Tropicales de la OMS ha considerado como prioritario la evaluacion farmacologica de las
plantas (7), las cuales constituyen la fuente mas explorada debido a su facilidad de
obtencion de la naturaleza, a la larga historia de su uso por el hombre y a que presentan una
amplia diversidad de componentes bioactivos. Entre las plantas que han demostrado
potencialidades frente a Leishmania podemos citar: Peschiera australis (58), Maesa
balansae (59) y Tanacetum parthenium (60); asi como compuestos aislados: chalconas,
flavonoides, naftoquinonas, saponinas y monoterpenos (7, 57, 61). La actividad
antileishmanial observada ha demostrado que las plantas medicinales constituyen una
fuente promisoria de componentes quimicos para el desarrollo de nuevos farmacos contra la

leishmaniosis.

11.8.5. Chenopodium ambrosioides

El género Chenopodium consta de 120 especies, abundantes en las zonas tropicales y
calidas. En este género, C. ambrosioides (Figura 6) es la especie mas importantes y su
utilizaciéon es muy conocida en la medicina tradicional (9, 62). La especie es de origen
americano y ahora crece en algunas zonas de Europa y Africa (63, 64).

C. ambrosioides es popularmente conocida como "apazote", "pazote", "paico" o "mastruz".
Es una hierba anual o bianual, de hasta 1 m, con hojas centuplicadas, de bordes serrados.
Presenta pequefas flores con paniculas terminales densas de glomérulos, cada una con

cinco sépalos. El caliz encierra las frutas y las semillas son de color negro y horizontal con

menos de 0,8 mm de largo (63, 65).



Figura 6. Chenopodium ambrosioides en su habitad natural.

Comenzando el siglo XVIII, fue producido como un medicamento antihelmintico y en el
siglo XIX, el aceite esencial (AE) de C. ambrosioides se destilaba como un potente
antihelmintico con fines comerciales, siendo utilizado durante muchos afios en el Reino
Unido y los Estados Unidos de Norteamérica. Posteriormente, el uso del AE disminuyo,
permaneciendo restringido a la poblacion rural y endémica (66). La principal forma de
utilizacion de esta planta por la poblacion es como un extracto acuoso, como una decoccion
o infusion (65). En algunas zonas de Espafia el C. ambrosioides es también consumido
como una bebida social (t¢) en un ambiente relajado de conversacion (63). Quilan y
colaboradores informaron de la experiencia en una poblacion indigena acerca del
tratamiento a base de estas plantas para las lombrices intestinales, a través de una entrevista
o conversacion informal (62). En este estudio, el 100% de los informantes mencionaron C.
ambrosioides como una de las principales plantas utilizadas, y la mayoria de las personas
(73 %) la seleccionan en primera opcion. Recientemente, Kvist y colaboradores reportaron
el uso de esta planta por los nativos de la provincia de Loreto, Peru, para el tratamiento de
la leishmaniosis cutdnea y la malaria (9). En una zona costera del estado de Bahia, Brasil,
uno de los principales productos naturales utilizados por la poblacion rural es el C.

ambrosioides. Los sujetos entrevistados (31%) mencionan esta planta para tratamiento de



las ulceras en la piel causada por L. braziliensis (8). Estos reportes etnofarmacoldgicos
demuestran que la poblacion endémica continua utilizando el C. ambrosioides como
antiparasitario con aparente €xito, con especial referencia contra la leishmaniosis.

El principal uso reconocido de C. ambrosioides es como antihelmintico, vermifugo,
emenagogue y abortivo. Sin embargo, en la literatura existen reportes cientificos acerca de
su actividad contra bacterias: Mycobacterium tuberculosis (67), protozoos: Plasmodium
falciparum (68), Trypanosoma cruzi (69), Giardia lamblia (70) y helmintos: Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichuria, Ancylostoma duodenale (71). Otros efectos se han
descrito como son la actividad antitumoral (72) y contra los insectos (73).

En la década del 60 fue abolida la distribucion comercial del aceite debido a muertes
derivadas del consumo del AE, probablemente debido a sobredosis en la mayoria de los
casos (66). Los principales sintomas de la intoxicacion con el AE de C. ambrosioides son
gastroenteritis y alteraciones del sistema nervioso central (dolor de cabeza, pérdida de la
vision, incoordinacién) (65). MacDonald y colaboradores observaron que el ascaridol causo
una reducciéon en las contracciones de los musculos gastrointestinales de ratas (66),
mientras que Okuyama y colaboradores reportaron que produjo hipotermia y disminuy¢ la
actividad locomotora a dosis de 100 mg/kg en ratones (74).

El principal componente de C. ambrosioides es el 1,4-peréxido de p-menta- 2-eno,
Ascaridol, el cual puede constituir hasta el 85 %, mientras que otros pueden presentarse
solo como trazas. El analisis quimico ha demostrado la presencia de carvacrol, pineno,

fenantreno, terpineno, limoneno, cimeno, cariofileno, apiol, entre otros (75, 76, 77).



III. Materiales
y Métodos



I1l. MATERIALES Y METODOS

Reactivos: Los reactivos y medios de cultivo utilizados en la realizacion de este estudio
contaban con el certificado de calidad puro para analisis y, salvo en los que se especifique
la procedencia, se obtuvieron de Sigma, St. Louis, Estados Unidos (Anexo 4).

Materiales bioldgicos: Las cepas de microorganismos y lineas celulares empleados en los

experimentos fueron obtenidos de colecciones reconocidas (Anexo 5).

Animales: Los ejemplares utilizados fueron obtenidos de centros reconocidos de
produccion de animales de experimentacion (Anexo 6), los cuales estaban acreditados con
sus correspondientes certificados de calidad. Los animales se mantuvieron en condiciones
convencionales y se trabajaron bajo las normas éticas para el uso de animales de
experimentacion (Anexo 6).

Productos en estudio: Plantas de C. ambrosioides fueron colectadas en el Instituto de

Farmacia y Alimentos de la Universidad de la Habana, Cuba. Un espécimen (No. 4639) se
encuentra depositado en la estacion Experimental de Plantas Medicinales “Dr. Juan Tomas
Roig”, Cuba. El AE fue extraido por destilacion de la parte aérea de la planta con vapor,
usando un equipo Clevenger segun las Normas Ramal 309 (78). Se caracterizd por
Cromatografia Gaseosa acoplada a Espectrometria de Masa como detector, por impacto
electronico a 70eV, utilizando una columna SPB (30 m x 25 mm x 0,25 pm), la velocidad
de flujo fue de 1,5 mL/minuto, la temperatura de la fuente y la interfase fue de 280°C, la
temperatura inicial del horno fue de 50°C (10 minutos) y la programacion de la temperatura
fue de 5°C por minuto hasta alcanzar la temperatura final. El rendimiento en la extraccion
del AE a partir de C. ambrosioides fue del 1 % aproximadamente. El cromatograma
obtenido por cromatografia gaseosa del AE mostré 68 picos (Anexo 7). El 97,6 % de los
componentes fueron identificados (Anexo 7), siendo los principales compuestos: el
carvacrol (62,4 %), el ascaridol (22,5 %) y el oxido de cariofileno (5,64 %). Para los
estudios realizaron se realizaron tres colectas diferentes de la planta, en el mismo lugar y
época del ano (Abril). El AE obtenido de los tres lotes presentaron similares caracteristicas
fisico-quimicas y bioldgicas (Anexo 8).

El ascaridol fue obtenido por sintesis quimica mediante la adicion de oxigeno a una mezcla
de 6,1 mmol a-terpineno y 5 mg rosa bengal disueltos en 80 mL de metanol (79). La

identificacion se realizd mediante Espectrofotometria Infrarroja y por Resonancia



Magnética Nuclear. El carvacrol y el 6xido de cariofileno fueron obtenidos de la firma

comercial Sigma Aldrich (Viena, Austria).

I11.1. Determinacién de la actividad in vitro del aceite esencial extraido de

C. ambrosioides y sus componentes mayoritarios frente a L. amazonensis

111.1.1. Determinacién de la Concentracion Inhibitoria Media de los productos frente
a promastigotes

A partir de un cultivo de promastigotes de L. amazonensis en fase de crecimiento
logaritmico, se prepararon subcultivos en medio Schneider fresco a una concentracion de
10° parasitos/mL. Se distribuyeron 199 uL de la suspension resultante de parasitos en las
primeras cuatro filas de una placa de 96 pozos (Costar®, EUA) e igual volumen de medio
Schneider sin parasito en las cuatro filas restantes. Los productos se disolvieron en
dimetilsulféxido (DMSO), del cual se transfirieron 200 pL a una placa de 96 pozos para
obtener un total de 11 diluciones seriadas 1:2. De cada dilucion se aplico 1 uL a cada
columna de la placa anteriormente preparada. Las placas se sellaron con Parafilm
(American National Can, Greenwich, Inglaterra) y se incubaron a 26°C durante 72 horas.
Posteriormente, se analizaron los promastigotes moviles en cada pozo de la placa en el
microscopio invertido (Olympus, Japon) para eliminar posibles interferencias del producto
y la medicion de la actividad fosfatasa en el parésito y se adicion6 a cada pozo 20 puL de
para-nitrofenilfosfato a una concentracion de 20 mg/mL disuelto en la solucion
amortiguadora (1 M NaAc, 1 % Triton, pH=5,5) y se incubd a 37°C. Se realizo la lectura a
las 3 h en un lector de ELISA EMS Reader MF Version 2,4-0 (Pharmacia, LKB, USA) a
una longitud de onda de 405 nm. Se calcularon las medias de las absorbancias de los pozos,
con o sin parasitos, y las diferencias de estas medias constituyeron las absorbancias netas
para cada dilucion. Los valores de concentracion contra absorbancia fueron ajustados al
modelo de Emax sigmoidea, obteniendo directamente la Concentracion Inhibitoria Media
(Clsp) a partir de las ecuaciones de regresion sigmoidea mediante la formula (80):

E=E,- Emax x C"
(Clso "+ C"



Donde:
E: absorbancia neta de los pozos con promastigotes tratados de cada dilucion.
Eo: absorbancia neta de los pozos con promastigotes controles.
Emax: absorbancia neta de los pozos con promastigotes controles — Absorbancia neta
de los pozos con promastigotes tratados donde los productos mostraron su maximo
efecto.

Se realizaron tres réplicas y se promediaron las Clsy obtenidas para cada experimento por

separado.

111.1.2. Determinacién de la Concentracion Inhibitoria Media de los productos frente
a amastigotes intracelulares

Se sacrificaron ratones de la linea BALB/c mediante dislocacion cervical y se extrajeron los
macrofagos residentes en el peritoneo mediante lavados con RPMI suplementado con
antibidticos (penicilina sddica 200 UI, estreptomicina 200 pg/mL). La suspension celular
(1-3 x 10° células/mL) se distribuy6 en placas de 24 pozos (Costar®, USA) incubandose a
37°C a una atmosfera del 5% de CO,. A las 2 h de incubacion se eliminaron las células
libres mediante tres lavados con solucién salina fisioldgica estéril (SSFE). A la monocapa
de macrofagos peritoneales obtenida se le afiadio 200 pL. de medio RPMI suplementado
con 10 % de suero fetal bovino (SFB) y los antibidticos correspondientes.

Los macrofagos adheridos se infectaron con promastigotes estacionarios de
L. amazonensis a razon de cuatro parasitos por macrofago y la placa se incubd bajo las
mismas condiciones. A las 4 h de incubacion los promastigotes libres fueron eliminados
mediante tres lavados con SSFE. Posteriormente, se les adicion6 999 pL. de medio RPMI
suplementado con SFB, antibidticos y 1 pL de los productos diluidos en DMSO. Los
cultivos fueron incubados nuevamente, durante 48 h, bajo las mismas condiciones (81).
Posteriormente, se elimind el sobrenadante, la monocapa celular fue lavada con SSFE,
fijada con metanol durante 10 min y tefiida con Giemsa diluida en SSFE a un radio de 1:4
(V:V) durante 15 min. Se determind el nimero de amastigotes en 100 macréfagos en
cultivos duplicados, por conteo en un microscopio (Olimpus, Japon) con magnificacion

10005 con aceite de inmersion. Se determind, ademas, el porcentaje de macrofagos



infectados al analizar 100 macrofagos. Se calculo el porcentaje de reduccion de la infeccion
segun la formula (58):

Indice de Sobrevivencia

Porcentaje de Reduccion (%RI) = de Tratados x 100
de la infeccion indice de Sobrevivencia
de los Controles
Donde:
Indice de Sobrevivencia= % de Macréfagos  x Numero de

Infectados amastigotes/macrofago

La Clso se calculd a partir de las curvas concentracion—respuesta, ajustadas mediante
regresion lineal. Se realizaron tres réplicas y se promediaron las Clsy obtenidas para cada

experimento por separado.

111.1.3. Determinacién de la Clsy de los productos sobre macréfagos peritoneales de
raton BALBI/c.

Se obtuvo la monocapa de macréfagos como se explicd en el acédpite II1.1.2. y se le
anadieron 200 pL de medio RPMI suplementado con SFB y antibidticos (penicilina sodica
200 U, estreptomicina 200 pg/mL).

Al primer pozo de cada fila se le agrego6, ademads, 19 uL de medio RPMI completoy 1 puL
de los productos disueltos en DMSO, a partir del cual se realizaron 11 diluciones seriadas
1:2. Se utilizé un control con macrofagos tratados con 1 uL de DMSO. A los 3 dias de
incubacion a 37°C y 5% de COa, se lavaron las células tres veces con SSFE y se les anadio
15 uL de una solucion de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) preparada a
razon de 5 mg/mL y se incubo la placa nuevamente. A las 4 h se eliminé el sobrenadante y
la sal de tetrazolio precipitada se disolvio en 100 pL de DMSO. La absorbancia se midi6 en
un lector de ELISA a 560 nm y a 630 nm como longitud de onda de referencia (82).

Se calcularon las absorbancias medias de cada concentracion a cada longitud de onda, se
restaron (Exzsmnm - Ek:630nm) y se graficaron las absorbancias resultantes contra las
concentraciones evaluadas. Estas curvas de concentracion-respuesta se ajustaron mediante
el modelo de Emax sigmoidea y la Clsy se obtuvo directamente de la ecuacion de regresion
sigmoidea referida en el acéapite I1I.1.1. (80). Se realizaron tres réplicas para cada producto

y se promediaron las Clsy obtenidas para cada experimento por separado.



Los Indices de Selectividad (IS) para cada producto fueron calculados mediante la division
de la Cl;s para la célula hospedera entre la Clsy de los productos frente a amastigotes de

Leishmania (60).

I11.1.4. Comparacion de la actividad antileishmanial y la citotoxicidad del aceite
esencial de Chenopodium ambrosioides con los farmacos convencionales.

Para determinar la Clsy frente a promastigotes, amastigotes y macréfagos peritoneales de
raton BALB/c se llevo a cabo la misma metodologia que se describio en los acapites I11.1.1,
II.1.2 y II.1.3., respectivamente. Los parasitos y macréfagos fueron tratados con
diferentes concentraciones de glucantime (Rhone-Poulenc Rorer, Mexico), anfotericina B

(Imefa, Ciudad de la Habana, Cuba) y pentamidina (Richet, Buenos Aires, Argentina).

I11.2. Evaluacion del efecto del aceite esencial extraido de C. ambrosioides frente a la
leishmaniosis cutanea experimental en ratones BALB/c, causada por L. amazonensis.

En todos los experimentos se trabajaron con ratones adultos jovenes de la linea BALB/c, de
6-10 semanas de edad y con un peso entre 18-22 g. Los animales se distribuyeron de forma
aleatoria en grupos de 10 animales cada uno, se marcaron individualmente, se pesaron y se
calculdé el peso corporal promedio para determinar la concentracién a que se debian

preparar las soluciones.

I11.2.1. Determinacion de la Dosis Méaxima Tolerada del aceite esencial de
C. ambrosioides en ratones BALB/c por via intraperitoneal.

Se determin6 la Dosis Méaxima Tolerada (DMT) del AE diluido en Miglyol 810N (Hiils
Aktiengesellschaft, Alemania) por via intraperitoneal al administrarse una dosis de 15, 30 y
60 mg/kg al dia por 15 dias. Los animales se mantuvieron en observacion durante 4
semanas, registrandose las muertes cada 24 h y el peso corporal de forma individual cada 3
dias. Se calculo el incremento de peso corporal de cada animal desde el inicio del ensayo
hasta los diferentes tiempos a que fueron pesados. Finalmente, se seleccion6 como la DMT

aquella dosis del AE que no provocd muertes ni pérdidas de peso superiores al 10% (83).



I11.2.2. Evaluacion de la actividad antileishmanial del aceite esencial de
C. ambrosioides frente a la leishmaniosis cutdnea experimental en ratones BALB/c,
causada por L.amazonensis.

En los cojinetes plantares derechos de los animales se inocularon 10’ promastigotes
metaciclicos de L. amazonensis (5 dias de crecimiento) en 20 pL de SSFE por via
subcutanea. Por via intraperitoneal, se administrd una dosis de 30 mg/kg del AE disuelto en
Miglyol una vez al dia durante 15 dias en un volumen de 0,1 mL.

El tamafio de las lesiones se determin6 cada 7 dias desde el inicio del tratamiento hasta la
semana 6 post-infeccion por la medicion del cojinete plantar con un cutimetro digital con
un error de 0,01 mm. Se calcularon las medias de los cojinetes infectados y no infectados y
las diferencias de estas medias constituyeron el tamafo neto de la lesion en cada medicion.
Se determind ademas la carga parasitaria mediante el método de microtitulacion en placa
(84). Tres animales de cada grupo fueron sacrificados 15 dias después de finalizar el
tratamiento por dislocacion cervical y se tomaron muestras de la zona afectada. Las
muestras fueron pesadas y homogeneizadas en una placa Petri que contenia 4 mL de medio
Schneider y los antibidticos correspondientes. Posteriormente, se tomaron 15 pL del
homogenato y se adicionaron en la primera columna de una placa de 96 pozos que contenia
285 puL de medio Schneider al 10 % de SFB. Bajo condiciones de esterilidad se realizaron
12 diluciones seriadas 1:4 en una placa de 96 pozos, que contenia 225 pL de medio
Schneider al 10 % de SFB y antibidticos. La placa se incubd a 26°C y a los 7 dias se
observo la presencia de promastigotes méviles en cada pozo utilizando un microscopio

invertido. La carga parasitaria por gramo fue calculada mediante la siguiente formula:

Carga Parasitaria = Peso de la muestra (g) x 400
Titulo

Donde:

Titulo: Gltima dilucién en donde se observé al menos un promastigote movil.

I11.2.3. Evaluacion de la actividad antileishmanial del aceite esencial de
C. ambrosioides al ser administrado por diferentes vias, frente a la leishmaniosis
cuténea experimental en ratones BALB/c, causada por L. amazonensis.

Para comparar la actividad antileishmanial al tratar los animales con el AE por diferentes

vias se llevaron a cabo cuatro experimentos. En todos los experimentos se infectaron



ratones hembras de la linea BALB/c, en los cojinetes plantares de la extremidad posterior
derecha, por via subcutanea, con promastigotes estacionarios de L. amazonensis a razén de
5x10° parésitos/animal. A los 30 dias se distribuyeron los animales de forma aleatoria en
grupos de 10 animales cada uno. Se pesaron los ratones, se determind el peso corporal
promedio de cada grupo y se calculd la concentracion a que se debian preparar las
soluciones de los productos a administrar. Los experimentos se llevaron a cabo siguiendo
los siguientes protocolos (Tabla 3), realizando el tratamiento durante 15 dias en todos los
casos. Para la administracién por via intraperitoneal e intralesional se utilizd una aguja
hipodérmica 26G; mientras que para la via oral se administré el producto con una canula
intragastrica.

El desarrollo de las lesiones y la carga parasitaria de los animales de cada grupo se realizo
como se explico en el acapite I11.2.2. Adicionalmente, se determiné la dosis efectiva media
(DEsp) mediante un ajuste de regresion lineal en los estudios de actividad del AE a

diferentes dosis por via oral e intralesional.



Tabla 3: Protocolos de trabajo para la comparacion de la actividad antileishmanial del

aceite esencial extraido de C. ambrosioides.

Experimento Protocolo de Tratamiento
Grupos Producto Dosis Via
Actividad del | Grupo 1 AE 30 mg/kg/dia/0,1 mL Intraperitoneal
AE al Grupo 2 AE 30 mg/kg/dia/0,1 mL Oral
administrarlo - ;
por vias Grupo 3 AE 0,3 mL/dia Intralesional
diferentes Grupo 4 | Veh (Miglyol)° 0,1 mL/dia Intraperitoneal
Grupo 5 | Veh (Miglyol) 0,1 mL/dia Oral
Grupo 6 | Veh (Miglyol) 0,3 mL/dia Intralesional
Grupo 7 No recibid tratamiento
Actividad del | Grupo 1 AE 30 mg/kg/dia/0,1 mL Oral
AE ‘al Grupo 2 AE 60 mg/kg/dia/0,1 mL Oral
administrar -
diferentes Grupo 3 AE 90 mg/kg/dia/0,1 mL Oral
dosis por via | Grupo 4 AE 120 mg/kg/dia/0,1 mL Oral
oral Grupo 5 AE 150 mg/kg/dia/0,1 mL Oral
Grupo 6 | Veh (Miglyol) 0,1 mL/dia Oral
Grupo 7 No recibi6 tratamiento
Actividad del | Grupo 1 AE 30 mg/kg/0,05 mL dias alternos | Intralesional
AE 'al Grupo 2 AE 60 mg/kg/0,05 mL dias alternos | Intralesional
administrar .
diferentes Grupo 3 AE 90 mg/kg/0,05 mL dias alternos | Intralesional
dosis por via | Grupo 4 AE 120 mg/kg/0,05 mL dias alternos | Intralesional
intralesional | Grypg 5 AE 150 mg/kg/0,05 mL dias alternos | Intralesional
Grupo 6 Veh (PVP)* 0,05 mL/ dias alternos Intralesional
Grupo 7 No recibid tratamiento
Comparacion | Grupo 1 AE 150 mg/kg/dia Oral
dela Grupo 2 AE 150 mg/kg/dias alternos Intralesional
actividad - -
antileishmani | ©rupo 3 Glucantime 28 mg/kg/dia Intraperitoneal
al del AE con | Grupo4 | Anfotericina B 1 mg/kg/dia Intraperitoneal
los férmacqs Grupo 5 | Pentamidina 4 mg/kg/dia Intraperitoneal
de referencia o :
Grupo 7 No recibid tratamiento

- Aceite esencial de C. ambrosioides.

®: Vehiculo utilizado para administrar el aceite esencial, Miglyol.

“: Vehiculo utilizado para administrar el aceite esencial, Polivinilpirrolidona.




111.2.4. Estudio toxicologico preliminar

Con el objetivo de clasificar el dafio que ocasiona el AE se determind la Toxicidad Aguda
Oral (TAO) siguiendo la guia 423 de la Organizaciéon Econdmica para la Cooperacion y
Desarrollo (OECD). El ensayo se llevo a cabo en ratas hembras de la linea Wistar a las que
se le administraron dosis de 300 y 2000 mg/Kg en una sola dosis por via oral utilizando una
canula intragétrica. Como vehiculo se utilizé la PVP y se diluy6 el producto en medio
acuoso. Los animales se mantuvieron en observacion durante 15 dias, registrandose las
muertes cada 24 h, el peso corporal de forma individual cada 7 dias y se realizaron
observaciones dos veces al dia de los signos de toxicidad retardada. Se tomaron muestras
de algunos o6rganos (pulmones, corazon, bazo, higado, rifiones y estdémago) al finalizar el
estudio para realizar estudios macroscopicos. Se calcul6 el incremento de peso corporal de
cada animal desde el inicio del ensayo hasta los diferentes tiempos a que fueron pesados.

Finalmente, se clasifico el AE segin la OECD (85).

I11.3. Evidencias experimentales sobre el posible mecanismo de accién del aceite

esencial extraido de C. ambrosioides.

I11.3.1. Anélisis de la actividad del aceite esencial de C. ambrosioides frente a
diferentes microorganismos y lineas celulares.

Se realizo la evaluacion del AE frente a otros protozoos parasitos (L. donovani, P.
falciparum y Trichomonas vaginalis), bacterias (Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Pseudomona aeruginosa), hongos (Candida albicans), virus (Herpes simplex I y II) y
células provenientes de mamiferos (lineas celulares: Vero y MRC-5).

Para determinar la Cls, frente a promastigotes de L. donovani se llevo a cabo la misma
metodologia que se describio en el acapite III.1.1. En el caso de la evaluacion frente a
amastigotes se siguio el mismo protocolo que en el acépite II1.1.2.; aunque en este caso, los
parasitos se afnadieron en una proporcion de 10 promastigotes por macrdéfago y se
incubaron durante 24 h (34). Para el analisis frente a P. falciparum se utilizaron 199 uL de
un cultivo asincronico de parésitos (1 % de parasitemia y 2% de hematocrito) en placas de
96 pozos. Se adiciond 1 pL de diferentes concentraciones del AE y se incubaron los

cultivos a 37°C, durante 48 h. La estimacion del crecimiento se determindé mediante



conteos directos de extendidos de la suspension, fijados con metanol y tefiidos con Giemsa
(86). Frente a T. vaginalis se utilizd6 una placa de 96 pozos donde a cada pozo se
adicionaron 49 pL del medio de Diamond (TYI-S-33) suplementado con 10 % de SFB, 50
pL de una solucioén al 0,016 % de bromocresol y 1 uL de diferentes concentraciones del AE
0o DMSO. A todos los pozos se le agregaron 100 pL de una suspension de pardsitos a razon
50 x 10* parasitos/mL. Las placas fueron incubadas a 37°C bajo condiciones anaerdbicas
durante 48 h. Finalmente, la absorbancia fue medida a 450 nm en un lector de ELISA (87).
La evaluacion antibacteriana del AE se llevo a cabo frente a E. coli, E. aureus y
P. aeruginosa; mientras que frente a levadura se utilizd6 C. albicans. Para determinar la
actividad del AE frente a estos patdgenos se utilizo el método de difusion en pozo con
medio triptona-soya-agar (TSA). Los microorganismos fueron ajustados a 0,5 escala
MacFarland. Se prepararon diluciones dobles desde 10 hasta 40 mg/mL. Los
microorganismos ajustados fueron diluidos en el agar a razén de 1 mL de mo/100 mL de
medio. El agar fue perforado y se afiadio 50 pL de las diferentes diluciones del AE en cada
pozo. Las placas fueron incubadas a 37°C. A las 24 h se ley6 el halo de inhibicion (88).

La actividad antiviral fue evaluada frente a Herpes simplex tipo I y II. En placas de 96
pozos se adicionaron las células Vero y 100 pL del AE a diferentes concentraciones. Las
placas fueron incubadas a 37°C y 5% CO, durante 90 min y las células fueron infectadas
con los virus a 100 TCIDxIU-pozo. Los cultivos fueron incubados nuevamente por 72 h
bajo las mismas condiciones. Finalmente, el nimero de células fue cuantificado por un
método colorimétrico usando una sal de tetrazolio, MTT (89).

El ensayo frente a todas las lineas celulares (Vero y MRC-5) se desarrollé bajo las mismas
condiciones. En las cuatro primeras filas de una placa de 96 pozos se afiadieron 100 uL de
diferentes concentraciones del AE disuelto en medio de cultivo sobre la monocapa de
células. Se incubaron por 72 h y se afiadieron 20 pL de 5 mg/mL de MTT por pozo y se
incubaron las placas durante 3 h a 37°C en atmosfera de CO, al 5%. Al cabo de este tiempo
se elimind el medio de los pozos y se afiadieron 100 pL de DMSO. La absorbancia fue
medida en un lector de ELISA a 560 nm y 630 nm (82).

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se determiné la Clsy mediante el

modelo de Emax sigmoidea como se describid en el acapite III.1.1. Posteriormente, se



determiné el IS, mediante la division de la Clsy del AE frente a lineas celulares sobre la

Clso del AE frente a amastigotes intracelulares de L. amazonensis (60).

111.3.2. Identificacion de la formacion de radicales libres del aceite esencial de
C. ambrosioides y sus componentes mayoritarios por Resonancia Paramagnética
Nuclear.

La generacion de radical libre fue analizada mediante Resonancia Paramagnética Nuclear
(RPN). Para este experimento el AE, el ascaridol, el carvacrol y el 6xido de cariofileno
fueron disueltos en ACN, de los cuales se agregaron 10 uL en solucion amortiguadora de
fosfato (154 mM NaCl, 16 mM NaH,PO,, 81 mM Na,HPO,4, pH=7,2) y 10 uL de 40 mM
de 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-oxido (DMPO), a una concentracion final de 175 pg/mL para
el AE y 500 uM para el resto de los compuestos. La reaccion comenzé con la adicion de 1
uL de 2 mM FeSO,4. La solucion fue transferida a una celda de cuartzo lisa de 0,9 x 5,5 cm
e irradiada con una lampara de Hg ultravioleta a alta presion en la cavidad del
espectrometro ER4118X-MD5 (Bruker, Rheinstetten, Alemania) con una frecuencia de la
microsefial de 9,68 GHz, modulacién de la frecuencia de 100 kHz, modulacion de la
amplitud de 1 G, constante de tiempo de 0,163 s y radio del registro de 71 G/min. Se
realizaron 5 registros y se obtuvo el espectro promedio de los mismos. Los productos
fueron analizados por separado. Cada muestra se repitid tres veces y los resultados fueron
expresados como la media de la intensidad de la frecuencia calculados a través del

programa ORIGIN para Windows (Version 6.1, 2000).

111.3.3. Determinacion de la actividad del aceite esencial de C. ambrosioides y sus
componentes sobre los Complejos de la cadena transportadora de electrones de la
mitocondria.

Para la medicion de la actividad del Complejo II se utilizaron subparticulas mitocondriales
(SPM) aisladas de Sacharomyces cerevisiae, como modelo de microorganismo, y SPM de
Bos taurus como modelo de mamifero. Las SPM fueron obtenidas segiin el método descrito
por Nohl y colaboradores (90). La concentracion de proteinas fue determinada mediante el
método de Biuret usando BSA como estandar (91). La actividad enzimatica fue

determinada mediante el consumo de oxigeno de las SPM (0,2 mg/mL), en la celda de un



electrodo de oxigeno (Hansatech, Alemania). Las SPM se disolvieron en 1 mL de solucion
amortiguadora (300 mM Sacarosa, ImM EDTA, 20 mM TRAP, pH=7,4) y se les anadio 20
pL de 600 mM de succinato. Se utilizaron concentraciones saturantes de Na,S,0, para
estandarizar las concentraciones de oxigeno y se afiadieron 10 pL de 100 mM de KCN
como control de inhibicion.

La actividad del Complejo III (Complejo bcl) purificado de S. cerevisiae y B. taurus fue
medida espectrofotométricamente en un equipo Shimadzu (Princeston Applied Research,
Alemania). El Complejo III fue obtenido a partir de las SPM de B. taurus y de S. cerevisiae
segin el método descrito por Geier y colaboradores (92). En 1 mL de la solucion
amortiguadora (250 mM Sacarosa, 0,2 mM EDTA, 50 mM KH,PO., pH=7,2), se adiciond
10 pL del complejo, 10 pL de KCN, 10 pL de NaN; y 20 pL del Citocromo c.
Posteriormente, se obtuvo el espectro en el tiempo al adicionar diferentes concentraciones
de los productos y 75 uM de dUQH,. Se utilizé Na,S,04 como control de inhibicion y la
estigmatelina como control positivo (inhibidor del Complejo III) (93).

Para cada experimento se realizaron tres réplicas de cada concentracion y se determind la
Clso, mediante una curva de regresion lineal. Se determino el IS para el Complejo III,
mediante la division de la Clsy del AE frente al Complejo purificado de B. taurus sobre la
Cls del AE frente al Complejo purificado de S. cerevisiae (60).

111.3.4. Estudio de la interaccion del aceite esencial de C. ambrosioides con el ADN
extraido de L. amazonensis.

Para realizar los experimentos se extrajo el ADN de L. amazonensis mediante el método de
fenol-cloroformo y se verifico la integridad y pureza del mismo (94). El AE fue diluido en
DMSO a una concentracion final de 3 mg/mL y se obtuvo el espectro de absorcion a
temperatura ambiente desde 220 nm a 420 nm, a intervalo de 2 nm / 2 seg en un
espectrofotometro  (Pharmacia, LKB, EUA). Posteriormente, se adicionaron
concentraciones entre 15 ng/mL y 90 ng/mL de y se repitieron las corridas
espectrofotométricas. Cada espectro representa la media de tres experimentos realizados
por separado. Se determino la correlacion entre la concentracion de ADN y la absorbancia

obtenida a 290 nm (95).



La viscosidad fue medida utilizando un viscosimetro Ostwald. El ADN fue previamente
sonicado durante 30 min en periodos de 5 min. La concentracion de ADN se mantuvo
constante y se adicionaron concentraciones crecientes del AE desde 5 pg/mL hasta 5
mg/mL. El tiempo de caida fue medido con un cronometro digital (95).

Para analizar si el AE causa la ruptura del ADN se realiz6 el estudio electroforético con el
plasmido pUC119 a una concentracion de 50 ng/mL. Se afiadieron concentraciones
crecientes del AE entre 3 pg/mL hasta 3 mg/mL y se incubd a 26°C durante 18 h. La
reaccion fue detenida por la adicion de NaCl 1 M a una concentracion final de 0,2 M. El
plasmido fue visualizado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % en solucion
amortiguadora tris-borato-EDTA (TBE 0.5X) (tris-borato 0,045 M, EDTA 0,001 M) con
bromuro de etidio (0,5 mg/mL). La corrida electroforética fue a 150 Volts durante 30
minutos. La visualizacion se realizd6 mediante luz ultravioleta en un transiluminador

(Macrovue 2011, LKB) (95).

111.3.5. Estudio in vitro de las interacciones entre el aceite esencial de C. ambrosioides y
los farmacos convencionales.

Se determind las posibles interacciones entre el AE y los farmacos convencionales. Se tuvo
en cuenta la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la Clsp de cada farmaco por
separada calculadas previamente. La CMI se tomdé como la concentracion maxima a
utilizar, a partir de la cual se realizaron diluciones seriadas 1:2, para un total de 11
diluciones de la combinacion entre el AE y cada farmaco. La Clsy se determind mediante
una curva de regresion sigmoidea como se describio en el acapite I1I.1.1. A continuacion,
se calculé la variacion en la Clsy de cada compuesto en la presencia del otro segun el Indice
de la Concentracion Inhibitoria Fraccional (CIF), el cual es calculado por la siguiente

formula:



Indice CIF = _[A] _+ _[B]
Clsoa  Clsos

Donde:

Clsoa y Clsgp: Son las Clsg de cada compuesto solo.

[A]y [B]: Son las ClIs del AE y el otro compuesto cuando son utilizados en combinacion.
El indice CIF fue utilizado para clasificar la naturaleza de la interaccion. Si el Indice
CIF era menor o igual a 0,5 indicé sinergismo, si era mayor o igual a 4 indico

antagonismo. Cuando el valor del indice fue entre 0,5 y 4, indic6 indiferencia (96).

I11.4. Andlisis estadistico

Todos los datos fueron almacenados en bases de datos en Excel y el analisis estadistico se
inici6 con la prueba de Outliers para detectar valores aberrantes. Posteriormente, se
comprobd la normalidad por el ensayo de Kolmogorov-Smirnov. Para determinar las
diferencias entre los grupos experimentales utilizando los datos del tamafio de la lesion y la
carga parasitaria se realizd un analisis de varianza de clasificacion doble con mediciones
repetidas, seguido de la prueba de comparacion multiple LDS o comparacion planificada.
Para todos los procedimientos se utilizé el programa STATISTICA para Windows, Version

4.5, 1993. Los procedimientos especificos fueron descritos en cada acapite.



IV. Resudtados



IV. RESULTADOS

Para determinar si el AE de C. ambrosioides y sus componentes mayoritarios puros
presentaban actividad antileishmanial se realiz6 la evaluacion in vitro frente a ambas
formas del pardsito (promastigotes y amastigotes). Paralelamente, se evalu6 el efecto
citotoxico sobre macrofagos peritoneales de raton BALB/c para conocer la selectividad de

los mismos.

IV.1. Determinacion de la actividad in vitro del aceite esencial extraido de
C. ambrosioides y sus componentes mayoritarios frente a L. amazonensis.

El AE y los componentes mayoritarios mostraron actividad frente a ambos estadios de L.
amazonensis (Tabla 4). No existieron diferencias estadisticas (P > 0,05) entre la Clsg frente
a promastigotes y amastigotes en ninguno de los productos evaluados. El AE mostr6 un IS

superior al resto de los compuestos evaluados.

Tabla 4: Actividad del aceite esencial de C. ambrosioides y sus componentes mayoritarios
frente a promastigotes y amastigotes de L. amazonensis y frente a macrofagos peritoneales

de raton BALB/c.

Producto Clso® + DE (ug/mL) IS
Promastigotes | Amastigotes Macrofagos
Aceite de Chenopodium 3,74 £ 0,65 4,57 £ 0,69 58,24 + 0,05 13
Ascaridol 0,09 £0,01 0,34 + 0,05 1,10+ 0,04 4
Carvacrol 15,34 £4,56 13,57 £1,80 32,32 +£1,92 2
Oxido de Cariofileno 495 +231 4,44 £ 0,39 448 £0,04

% Clso: Concentracion del producto que causa el 50 % de mortalidad.

®: DE: Desviacion estandar.

°: Indice de Selectividad: Cls, de macrofagos/Clsy de amastigotes.

Nota: Los resultados son expresados como la media + desviacion estandar de tres
experimentos por separado y cada concentracion de cada producto se evalud por
cuadruplicado.

Debido a que el AE mostr6 el mayor IS se compar6 su actividad con la de los fA&rmacos

convencionales que actualmente se utilizan en la clinica. E1 AE mostré una mayor actividad



antileishmanial comparado con el glucantime (fairmaco de primera linea) y mayor

selectividad que la pentamidina. Solo la anfotericina B fue mas activa que el AE (Tabla 5).

Tabla 5: Actividad del aceite esencial de C. ambrosioides y los farmacos de referencia
frente a promastigotes y amastigotes de L. amazonensis y frente a macrofagos peritoneales

de raton BALB/c.

Producto Clso® + DE (ug/mL) IS¢
Promastigotes | Amastigotes Macroéfagos
Aceite de Chenopodium 3,735+ 0,6 4,567 +0,702 | 58,237+0,050 | 13
Glucantime > 1500 11,012 + 3,422 > 1500 -
Anfotericina B 0,026 + 0,003 0,034+ 0,006 | 5,849+ 0,485 172
Pentamidina 0,37 +£0,01 1,287 +0,115 | 11,703 £ 1,682 9

% Clso: Concentracion del producto que causa el 50 % de mortalidad.

°: DE: Desviacion estandar.

°: Indice de Selectividad: Cls, de macrofagos/Clsy de amastigotes.

Nota: Los resultados son expresados como la media + desviacion estandar de tres
experimentos por separado y cada concentracion de cada producto se evalud por

cuadruplicado.

El AE mostr6 actividad promisoria frente a Leishmania en los ensayos in vitro, por lo que
se prosigui6 a realizar la evaluacion de su eficacia en modelos de leishmaniosis en animales

de laboratorio.

IV.2. Evaluacion del efecto del aceite esencial extraido de C. ambrosioides frente a la
leishmaniosis cutdnea experimental en ratones BALB/c, causada por L. amazonensis.

Para seleccionar la dosis del AE para evaluar su eficacia se aplicaron a los animales dosis
de (15, 30 y 60) mg/kg por via intraperitoneal durante 14 dias a ratones BALB/c sanos. La
aplicacion por via intraperitoneal de una dosis del AE de 60 mg/kg, produjo el 100 % de
mortalidad en los animales de experimentacion después de 12 administraciones del AE. Las
dosis de 15 mg/kg y 30 mg/kg no produjeron muertes, ni signos de toxicidad retardada
durante el experimento (30 dias). En los animales que recibieron el vehiculo (Miglyol) y en

los controles no se observo letalidad ni signos de toxicidad.



En los animales tratados con una dosis de 60 mg/kg se observé una disminuciéon maxima de
peso corporal; mientras que en los tratados con 30 mg/kg la disminucién de peso fue solo
del 2 %, aproximadamente. En los animales tratados con el vehiculo utilizado, la
disminucion fue del 4 %. Sin embargo, en los tratados con dosis de 15 mg/kg y en los que

no recibieron tratamiento, no se observd disminucion del peso corporal (Figura 7).
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Figura 7: Variacion de peso corporal de los ratones BALB/c tratados con el aceite esencial

de C. ambrosioides por via intraperitoneal durante 14 dias.

Teniendo en cuenta que el AE no causd letalidad, ni signos de toxicidad retardada, ni
pérdidas de peso superior al 10 %, se seleccioné como DMT una dosis de 30 mg/kg/dia por
via intraperitoneal durante 14 dias. Esta dosis fue utilizada para evaluar la eficacia del
aceite esencial extraido de C. ambrosioides frente a un modelo de leishmaniosis cutanea
experimental en ratones BALB/c, causada por L. amazonensis.

La Figura 8 muestra el desarrollo de las lesiones en los diferentes grupos de animales. En
los ratones tratados durante 15 dias con el AE, se observd una disminucion del tamaifio de la
lesion de hasta 0,9 mm, lo que los diferencid desde el punto de vista estadistico del resto de
los grupos (P < 0,01). Al finalizar el tratamiento, las lesiones en el citado grupo

experimental, comenzaron a crecer a un ritmo mayor. Sin embargo, 15 dias mas tarde,



cuando finalizo el experimento, la talla de las lesiones seguia siendo menor con relacion a
los grupos restantes (P < 0,05). Los animales tratados con el vehiculo (Miglyol), no
mostraron diferencias estadisticamente significativas en la talla de sus lesiones (P > 0,05)
con respecto a los controles no tratados. En los animales que no recibieron ningun
tratamiento se observd un crecimiento progresivo de las lesiones durante todo el

experimento.

TRATAMIENTO

Figura 8: Evolucion de las lesiones de los animales infectados con L. amazonensis y
tratados con 30 mg/kg/dia del aceite esencial de C. ambrosioides, por via intraperitoneal
durante 14 dias (2 semanas). Los resultados son expresados como la media + desviacion
estandar. AE: aceite esencial de C. ambrosioides; Veh: Mygliol. *: Muestra diferencias

estadisticas (P < 0,05) con respecto al vehiculo (Mygliol) y controles (no tratados).

Los resultados anteriores fueron corroborados por la determinacion de la carga parasitaria
en el sitio de la lesion (Figura 9). En los animales tratados con el AE se cuantificé un
nimero de parasitos por gramo, que difiri6 estadisticamente del resto de los grupos

(P <0,05).
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Figura 9: Carga parasitaria en las lesiones de los animales infectados con L. amazonensis y
tratados con 30 mg/kg/dia del aceite esencial de C. ambrosioides, por via intraperitoneal
durante 14 dias (2 semanas). La carga parasitaria se determiné al finalizar el experimento
(semana 6 post-infeccion) y los resultados son expresados como la media + desviacion
estandar. AE: aceite esencial de C. ambrosioides; Veh: Mygliol. *: Muestra diferencias

estadisticas (P < 0,05) con respecto al vehiculo (Mygliol) y controles (no tratados).

Posteriormente, se compar6 el efecto del AE al ser administrado por via intraperitoneal,
oral o intralesional, con igual régimen de tratamiento. En la Figura 10 se muestra el
desarrollo de las lesiones de los diferentes grupos en este estudio. En los animales tratados
con el AE por via intraperitoneal se observo un desarrollo de las lesiones estadisticamente
inferior (P < 0,05) a los ratones tratados por via oral con Mygliol o los que no recibieron
tratamiento. Sin embargo, el tamafo de las lesiones no se diferenciaron desde el punto de
vista estadistico (P > 0,05) con las de aquellos animales que habian sido tratados por via
oral con el AE. Los animales tratados por via intralesional mostraron un crecimiento
marcado de las lesiones, aunque estos se diferenciaron desde el punto de vista estadistico (P

< 0,05) al compararlo con el grupo tratado con el vehiculo por esta via.
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Figura 10: Evolucion de las lesiones de los animales infectados con L. amazonensis y
tratados con 30 mg/kg del aceite esencial de C. ambrosioides, por via intraperitoneal, oral e
intralesional durante 14 dias (2 semanas). Los resultados son expresados como la media +
desviacion estandar. AE: aceite esencial de C. ambrosioides; Veh: Mygliol; IP:
administracion por via intraperitoneal; O: administracion por via oral; IL: administracion
por via intralesional. *: Muestra diferencias estadisticas (P < 0,05) de los grupos tratados
con el aceite esencial de C. ambrosioides por via intraperitoneal y oral con respecto al
vehiculo (Mygliol) y controles (no tratados). **: Muestra diferencias estadisticas (P < 0,05)
de los grupos tratados con el aceite esencial de C. ambrosioides por via intralesional con

respecto al vehiculo (Mygliol).

La Figura 11 muestra la carga parasitaria al finalizar el tratamiento (45 dias post-infeccion).
No se detectaron parasitos en las lesiones cutdneas de los animales tratados por via
intraperitoneal, oral e intralesional. Al terminar el experimento (10 semanas post-infeccion)
se detectaron pardsitos, pero la carga parasitaria difiri6 estadisticamente de los controles

respectivos segun la via de administracion (P < 0,05).
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Figura 11: Carga parasitaria en las lesiones de los animales infectados con L. amazonensis

y tratados con 30 mg/kg del aceite esencial de C. ambrosioides, por via intraperitoneal, oral
o intralesional durante 14 dias (2 semanas). Los resultados son expresados como la media +
desviacion estandar. AE: aceite de Chenopodium; Veh: Miglyol; IP: administracion por via
intraperitoneal; O: administracion por via oral; IL: administracion por via intralesional. *:
Muestra diferencias estadisticas (P < 0,05) de los grupos tratados con el aceite esencial de
C. ambrosioides por via intraperitoneal, oral e intralesional con respecto al vehiculo

(Mygliol) y controles (no tratados).

Teniendo en cuenta la efectividad del AE por via oral e intralesional se prosiguié a
determinar la relacion dosis-respuesta al tratar animales infectados con dosis de (30, 60, 90,
120 y 150) mg/kg.

La Figura 12 muestra el efecto del tratamiento a diferentes dosis del AE por via oral, en
ratones infectados experimentalmente. Diferencias significativas (P < 0,05) se observaron
entre todos los grupos de animales tratados con el AE respecto al control y a los ratones
tratados con el vehiculo (Miglyol) con similar régimen de administracion. La dosis mas

efectiva fue la de 150 mg/kg.
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Figura 12: Evolucion de las lesiones de los animales infectados con L. amazonensis y
tratados con diferentes dosis del aceite esencial de C. ambrosioides, por via oral durante 14
dias (2 semanas). Los resultados son expresados como la media + desviacion estandar. Veh:
Miglyol. *: Muestra diferencias estadisticas (P < 0,05) de todos los grupos tratados con
diferentes dosis del aceite esencial de C. ambrosioides por via oral con respecto al vehiculo

(Mygliol) y controles (no tratados).

En las lesiones cutdneas de los animales tratados con el AE no se detectaron parésitos, a
diferencia de los animales tratados con Miglyol y los controles en la semana 6. En la
semana 10 la carga parasitaria de los ratones tratados difirio estadisticamente (P < 0,05)

respecto al control (Figura 13).
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Figura 13: Carga parasitaria en las lesiones de los animales infectados con L. amazonensis
y tratados con diferentes dosis del aceite esencial de C. ambrosioides, por via oral durante
14 dias (2 semanas).Los resultados son expresados como la media + desviacion estandar.
Veh: Miglyol. *: Muestra diferencias estadisticas (P < 0,05) de todos los grupos tratados
con diferentes dosis del aceite esencial de C. ambrosioides por via oral con respecto al

vehiculo (Mygliol) y controles (no tratados).

El analisis del tamafio de la lesiéon mostrd una correlacion lineal (R > 0,8322) en todas las
semanas de evaluacion con respecto a la dosis del AE. La DEs, fue de 51,4 + 2,19 mg/kg,
teniendo en cuenta el tamafio de la lesion desde la semana 5 hasta la semana 10 post-
infeccion.

El tratamiento de ratones infectados con el AE de C. ambrosioides por via intralesional,
utilizando como vehiculo el PVP, fue capaz de controlar el desarrollo de la infeccion. La
Figura 14 muestra el efecto del tratamiento a diferentes dosis. En las semanas 5, 6 y 7 post-
infeccion se observaron diferencias significativas (P < 0,05) de los grupos tratados con 120
mg/kg y 150 mg/kg con respecto al grupo control y tratados con el vehiculo (PVP). A partir
de la semana 8 post-infeccion se observaron diferencias significativas (P < 0,05) entre todos
los grupos de animales tratados con respecto al control y a los ratones tratados con el

vehiculo (PVP) con similar régimen de administracion.
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Figura 14: Evolucion de las lesiones de los animales infectados con L. amazonensis y
tratados con diferentes dosis del aceite esencial de C. ambrosioides, por via intralesional
durante 14 dias (2 semanas). Los resultados son expresados como la media + desviacion
estandar. Veh: Polivinilpilorridona. *: Muestra diferencias estadisticas (P < 0,05) de los
grupos tratados con 120 mg/kg y 150 mg/kg del aceite esencial de C. ambrosioides por via
intralesional con respecto al vehiculo (Polivinilpilorridona) y controles (no tratados).
**: Muestra diferencias estadisticas (P < 0,05) de todos los grupos tratados con el aceite
esencial de C. ambrosioides por via intralesional con respecto al vehiculo (PVP) y controles

(no tratados).

Al determinar la carga parasitaria en el sitio de infeccion en las semanas 6 y 10 post-
infeccion todos los grupos mostraron diferencias significativas (P < 0,05) con respecto al
control y a los ratones tratados con el vehiculo (PVP) con el mismo régimen de

administracion (Figura 15).
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Figura 15: Carga parasitaria en las lesiones de los animales infectados con L. amazonensis
y tratados con diferentes dosis del aceite esencial de C. ambrosioides, por via intralesional
durante 14 dias (2 semanas). Los resultados son expresados como la media + desviacion
estandar. Veh: Polivinilpilorridona. *: Muestra diferencias estadisticas (P < 0,05) de todos
los grupos tratados con diferentes dosis del aceite esencial de C. ambrosioides por via

intralesional con respecto al vehiculo (Polivinilpirrolidona) y controles (no tratados).

El analisis del tamafio de la lesiéon mostr6 una correlacion lineal (R > 0,9430) en todas las
semanas de evaluacion. La DEsg fue de 162,5 + 7,7 mg/kg, teniendo en cuenta el tamafio de

la lesion desde la semana 8 hasta la 10 post-infeccion.

El tratamiento con el AE de los animales infectados por las vias de administracion
estudiadas (oral e intralesional) demostraron eficacia con respecto a los animales que no
iento. Por estas razones, la actividad antileishmanial in vivo fue comparada con la causada
por los farmacos convencionales que se utilizan en la clinica. El tamafo de la lesion en los
animales infectados con L. amazonensis y tratados con el AE por via oral fue
significativamente menor (P < 0,05) que la mostrada por los animales tratados con los

farmacos de referencia (Figura 16).
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Figura 16: Evolucion de las lesiones de los animales infectados con L. amazonensis y
tratados con el aceite esencial de C. ambrosioides y los farmacos de referencia durante 14
dias (2 semanas). Los resultados son expresados como la media =+ desviacion estandar. AE:
150 mg/kg del aceite esencial de C. ambrosioides; O: administracion por via oral; IL:
administracion por via intralesional. *: Muestra diferencias estadisticas (P < 0,05) de los
grupos tratados con el aceite esencial de C. ambrosioides por via oral e intralesional con
respecto a los animales tratados con los farmacos convencionales (28 mg/kg/intraperitoneal
de glucantime, 1 mg/kg/intraperitoneal de anfotericina B, 4 mg/kg/intraperitoneal de

pentamidina).

El AE por via intralesional mostr6 una actividad estadisticamente similar que los animales
tratados con glucantime y pentamidina (P > 0,05). Los resultados fueron corroborados al

determinar la carga parasitaria (Figura 17).
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Figura 17: Carga parasitaria en las lesiones de los animales infectados con L. amazonensis
y tratados el aceite esencial de C. ambrosioides y los farmacos de referencia. Los resultados
son expresados como la media + desviacion estandar. AE: aceite esencial de C.
ambrosioides; O: administracion por via oral; IL: administracion por via intralesional.
*: Muestra diferencias estadisticas (P < 0,05) de los grupos tratados con el aceite esencial
de C. ambrosioides por via oral e intralesional con respecto a los animales tratados con los
farmacos convencionales (28 mg/kg/intraperitoneal de glucantime, 1 mg/kg/intraperitoneal

de anfotericina B, 4 mg/kg/intraperitoneal de pentamidina).

Paralelamente, se determind la TAO en ratas Wistar para clasificar el AE segln los dafios
que ocasiona. La dosis de 2000 mg/kg provoco la muerte en el 100 % de los animales;
mientras que al administrar 300 mg/kg no causé mortalidad, ni cambios en los signos
clinicos de toxicidad retardada y se evidencié un aumento de peso (Figura 18), que no
difirié estadisticamente (P > 0,05) de las ratas controles. Las muestras tomadas de los
organos seleccionados no presentaron afectaciones en desde el punto de vista
macroscopico. El AE fue clasificado como dafiino a los humanos al administrarlo por via

oral.
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Figura 18: Variacion de peso corporal de los animales tratados con el aceite esencial de
C. ambrosioides por via oral con una dosis de 300 mg/kg. AE: aceite esencial de

C. ambrosioides. No existieron diferencias significativas en ninguna de las mediciones
realizadas (P > 0,05).

IV.3. Evidencias experimentales sobre el posible mecanismo de accién del aceite
esencial extraido de C. ambrosioides.
El AE solo mostré actividad inhibidora sobre los protozoos parasitos (Tabla 6); mientras

que las especies de bacterias y hongos no fueron sensibles. Frente a las diferentes lineas

celulares el AE demostr6 actividad (Tabla 7).



Tabla 6: Actividad del aceite esencial de C. ambrosioides frente a protozoos parasitos,

bacterias, hongos y virus.

Reino Especie Clso® + DE® (pg/mL)
Protista L. donovani (promastigotes) 45+1,3
L. donovani (amastigotes) 51+0,8
T. vaginalis 1,5+0,2
P. falciparum <1
Monera S. aureus > 40
E. coli > 40
P. aeruginosa > 40
Fungi C. albicans > 40
Virus H. simplex Tipo I > 40
H. simplex Tipo II > 40

% Clsp: Concentracion del producto que causa el 50 % de mortalidad.

°: DE: Desviacion estandar.

Nota: Los resultados son expresados como la media + desviacion estandar de tres
experimentos por separado y cada concentracion de cada producto se evalué por

cuadruplicado.

Tabla 7: Actividad del aceite esencial de C. ambrosioides frente a lineas celulares.

Linea Celular Clso® + DE® (pg/mL) IS°
MRC-5 90,6 + 1,6 20
Vero > 4() >0

% Clso: Concentracion del producto que causa el 50 % de mortalidad.

°. DE: Desviacion estandar.

°. Indice de Selectividad: Cls, de macrofagos/Clsy de amastigotes de L. amazonensis
(4,6 pg/mL).

Nota: Los resultados son expresados como la media + desviacion estandar de tres

experimentos por separado y cada concentracion de cada producto se evaludé por

cuadruplicado.




El espectro formado por el paso de la RPN del AE y sus componentes mayoritarios es
mostrado en la Figura 19. Se observa claramente la formacion de un centro radical en el
carbono (R-Ce) para el AE y el ascaridol. Sin embargo, el carvacrol y el 6xido de
cariofileno no mostraron ninguna sefial. Ademas, la presencia del carvacrol con el ascaridol
disminuy¢ la sefial de la RPN; mientras que la presencia del 6xido de cariofileno no causé
ninguna variacion.
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Figura 19: Espectro del aceite esencial extraido del C. ambrosioides y sus componentes

mayoritarios mediante Resonancia Paramagnética Nuclear.

Posteriormente, se analizo la influencia del AE y sus componentes mayoritarios sobre la
cadena transportadora de electrones, especificamente sobre los complejos II y III. El AE
mostrd una inhibicion similar (P > 0,05) sobre el Complejo II en ambos sistemas evaluados,
mostrando una Clsy de 124,2 + 0,4 pg/mL y 125,3 + 1,7 ug/mL sobre S. cerevisiae y B.
taurus, respectivamente. El ascaridol, el carvacrol y el 6xido de cariofileno no mostraron
actividad sobre el complejo II en ninguno de los sistemas (Clso > 300 pg/mL). Frente al
Complejo III el 6xido de cariofileno fue el que mostré una mayor actividad. Sin embargo,
el AE fue el Unico que mostré una inhibicion especifica y superior estadisticamente

(P <0,05) sobre el complejo purificado de S. cerevisiae (Tabla 8); mientras que el ascaridol



y el carvacrol causaron mayor inhibicion sobre el complejo purificado de B. taurus. El

oxido de cariofileno mostré similar actividad sobre los dos complejos.

Tabla 8: Actividad del aceite esencial de C. ambrosioides y sus componentes mayoritarios

sobre el consumo de oxigeno del Complejo bel purificado de S. cerevisiae y B. taurus.

Producto Clso® £ DE (ug/mL) IS¢
S. cerevisiae B. taurus
Aceite de Chenopodium 69,2 + 0,8* 116,4 + 0,7* 2
Ascaridol 13,6+ 1,0 64,1 £ 1,6 0
Carvacrol 141,4 £6,2 63,3+0,6 0
C)xido de Carioﬁleno 304 +0.1 43 4 + 0.06 1
Estigmatelina 0.5+ 0.03 0.6 +0.05 1

% Clso: Concentracion del producto que causa el 50 % de mortalidad.

®: DE: Desviacion estandar.

°. Indice de Selectividad: Cls, frente al Complejo III de B. taurus /Cls, frente al Complejo
I1I de S. cerevisiae.

*: Muestra diferencias estadisticas (P < 0,05) en la concentracion inhibitoria media del
Complejo bel purificado de S. cerevisiae con respecto al Complejo bel purificado de B.
taurus tratados con el aceite esencial de C. ambrosioides.

Nota: El Complejo III no tratado (control) de S. cerevisiae mostrdé un consumo de oxigeno
de 2085,8 = 341,5 nmol/min/mg de proteina y del B. taurus fue de 20044 + 117,7

nmol/min/ mg de proteina.

La corrida espectrofotométrica del AE de C. ambrosioides mostré un pico de maxima
absorbancia a los 290 nm, aproximadamente. La adicion de concentraciones crecientes de
ADN de L. amazonensis, causaron perturbaciones en el espectro del AE, observandose un
efecto hipocromico (Figura 20A). Se evidenci6 una correlacion lineal (R = 0,9478) entre la

concentracion de ADN vy el efecto observado (Figura 20B).
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Figura 20: Efecto hipocromico al afadir concentraciones crecientes de ADN de
L. amazonensis a una concentracion fija del aceite esencial de C. ambrosioides. A: Corrida
espectrofotométrica (Los resultados son expresados como la media de cinco lecturas
independientes, con un coeficiente de variaciéon menor del 5 %); B: Correlacion lineal. AE:

Aceite esencial de C. ambrosioides (3 mg/mL).

No se observo efecto sobre la viscosidad del ADN; siendo similar (P<0,05) en el ADN (n =
0,75 £ 0,03 g/cm x seg), al compararlo con el ADN incubado con el AE (m = 0,79 + 0,06
g/cm x seg). Al analizar la conformacion en la forma natural del plasmido, al ser tratados

con concentraciones crecientes del AE, no se observo ningun efecto (Figura 21).

Figura 21: Electroforesis del plasmido pUCI119. Linea 1: Control; Linea 2: Tratado con el

aceite esencial de C. ambrosioides a una concentracion de 3 mg/mL.



El efecto sobre el crecimiento in vitro de L. amazonensis, causado por las combinaciones
entre el AE y los fairmacos convencionales se muestra en la Tabla 9. Al analizar los
experimentos llevados a cabo en promastigotes, se observd un efecto sinérgico al combinar
el AE con la pentamidina. No se observé ningun efecto cuando los parasitos fueron tratados

con el AE en combinacion con el glucantime o la anfotericina B.

Tabla 9: Actividad sobre el crecimiento de L. amazonensis al tratarlos con el aceite esencial

de C. ambrosioides combinado con los farmacos convencionales.

Aceite esencial de indice CIF? Interaccion®
C. ambrosioides combinado con:

Glucantime 1,790 Indiferente
Anfotericina B 1,622 Indiferente
Pentamidina 0,453 Sinergismo

* Indice CIF?; [A]/Clsos + [B]/Clsos, donde Clsoa y Clsop son las Cls de cada compuesto
solo y [A] y [B] son las Clsy del aceite esencial y los farmacos convencionales cuando
son usadas en combinacion

®: Interaccién; Terminologia para describir la naturaleza de la interaccion entre el aceite
esencial y los fArmacos convencionales. Indice CIF < 0,5 indico sinergismo, 0,5 < CIF <
4 indico indiferencia y CIF > 4 indic6 antagonismo.

Nota: Los resultados son expresados como la media + desviacion estdndar de tres

experimentos por separado y cada concentracion de cada producto se evalu6 por

cuadruplicado.



V. Discusion



V. DISCUSION

El uso de plantas medicinales constituye una fuente promisoria de componentes quimicos
para el desarrollo de nuevos farmacos contra la leishmaniosis. Existen diversas razones que
justifican el interés de los paises en vias de desarrollo en usar productos derivados de las
plantas; especialmente debido a que los medicamentos convencionales son insatisfactorios,
provocan serios efectos adversos y son muy costosos. Por otra parte, un alto porcentaje de
la poblacion afectada no tiene acceso a los medicamentos recomendados, por lo que
necesitan la medicina natural y tradicional para aliviar los sintomas de las enfermedades
que los azotan. Sin embargo, el hecho de que muchas de estas plantas sean utilizadas en la
medicina tradicional no es garantia de su efectividad, por lo que la investigacion cientifica
es necesaria para evaluar su actividad y seguridad.

En un area costera del estado de Bahia, Brasil, una de las plantas mas utilizadas por la
poblacion rural para el tratamiento de ulceras cutaneas causadas por Leishmania, es
C. ambrosioides (8, 97). Recientemente, Kvist y colaboradores, también reportaron que un
alto porcentaje de nativos de Loreto, Perti, utilizan esta planta para el tratamiento de esta
parasitosis (9). En el 2008, Patricio y colaboradores, demostraron las potencialidades
terapéuticas de un extracto hidroalcohdlico de las hojas de C. ambrosioides frente a la
leishmaniosis experimental en ratones BALB/c (98).

Aunque tradicionalmente la forma mas comun es la ingestion de infusiones acuosas de la
planta, se ha demostrado que la decoccion no presenta actividad frente a L. major (9) y no
se encontro el ascaridol es estudios de caracterizacion quimica (65), el cual es considerado
el principio activo antiparasitario de esta planta (99). Por estas razones, en este trabajo se
presto un especial interés al AE, el cual son liquidos aromaticos formados por compuestos
naturales volatiles (100). Los AE se han utilizado desde épocas remotas en perfumes, por el
olor agradable de su esencia y por sus propiedades protectoras contra infecciones e insectos
(100, 101). En Ila bibliografia cientifica, existen pocos reportes sobre la evaluacion
antileishmanial de AE. No obstante, estos han sido considerados como buenos agentes
antiparasitarios (101). El aceite de C. ambrosioides se obtuvo de manera industrial durante
el siglo XIX por su potencia antihelmintica y se comercializé bajo el nombre de “Aceite de

Baltimore” (66).



Teniendo en cuenta los antecedentes encontrados, se evalu6 la actividad del AE de C.
ambrosioides frente a L. amazonensis, agente causal de la leishmaniosis cutanea. Esta
especie del parésito presenta una especial importancia en América debido a que es una de
las especies que mayor morbilidad causa y puede causar la leishmaniosis cutanea difusa, la
cual es una forma anérgica de la infeccion que es muy resistente al tratamiento (102).

El AE de C. ambrosioides es un liquido ligeramente amarillo, de consistencia viscosa, olor
penetrante y sabor ligeramente amargo (65). El AE es soluble en muchos solventes
organicos y estd formado por una mezcla compleja de compuestos, fundamentalmente
terpenos y fenoles (75).

El componente mayoritario del AE de C. ambrosioides es el carvacrol, el cual es un
compuesto aromatico liquido que presenta un grupo fendlico (103). Este producto es uno de
los mas comunes encontrados en plantas aromaticas como son: Origanum onites (104),
Satureja montana (105), Thymbra spicata (106) y Thymus vulgaris (107).

En segundo lugar, el analisis de la composicion quimica del AE estudiado mostré que el
ascaridol estaba presente en un 22,5 %, el cual es reconocido como el componente mas
importante de C. ambrosioides. El ascaridol fue aislado por primera vez en 1895 por un
farmacéutico aleman residente en Brasil y desde 1925, Smillie y Pessoa, demostraron que
la accion antihelmintica de C. ambrosioides era debido a este compuesto (99, 108). El
ascaridol es un componente orgdnico natural, clasificado como un endoperoxido ciclico
triterpénico que tiene un puente peroxido inusual en el grupo funcional con un enlace
interno oxigeno-oxigeno (0O-O), el cual es considerado como indispensable para la
actividad antiparasitaria. Se ha reportado la presencia de este componente en plantas como
son: Artemisia molineri (109), Croton regelianus (110) y Peumus boldus (111).

En tercer lugar fue identificado el 6xido de cariofileno (5 %), el cual es un epoxido. Este
compuesto ha sido identificado en otras plantas como son: Ballota nigra (112), Bidens
pilosa (113), Magnolia liliflora (114) y Senecio polyanthemoides (115).

Un estudio realizado por Owolabi y colaboradores en el 2009 realiz6 la comparacion de 18
reportes sobre la composicion del aceite de Chenopodium de diferentes paises, encontrando
siete subtipos o clases (75). El subtipo mas frecuente presenta ascaridol como componente
mayoritario (41-91 %), el cual se ha reportado en el Norte de América (116), India (117),
Madagascar (77), Australia (118) y Espana (119). No obstante, se han reportado estudios



donde el ascaridol se presenta en un porcentaje menor o solamente como una traza (120). El
AE empleado en este trabajo, present6 un subtipo unico, donde el carvacrol es el compuesto
mayoritario y el ascaridol se encuentra en un 22 %. Existen reportes similares a éstos en
plantas colectadas en Cordoba, Argentina, donde el ascaridol tenia entre un 16-20 % (121);
en Tomsk, Rusia, donde se reportd en un 23,3 % (122) y en Nanking, China, en un 23,5 %
(76).

Un estudio previo del AE de C. ambrosioides colectado en Cuba fue realizado por Pino y
colaboradores en el 2003, donde el compuesto mayoritario fue el acetato de o-terpinilo;
mientras que el ascaridol se encontré so6lo en un 3% (123). Es conocido que la
concentracion en los AE puede variar segun el area geografica donde la planta fue
cultivada, la época de coleccion de la planta, el o6rgano utilizado para la extraccion y la
metodologia empleada (124). Segun meta-analisis realizado sobre la composicion quimica
del AE de C. ambrosioides no se ha encontrado una correlacion con la distribucion
geografica (75, 108). Por otra parte, Torres y colaboradores reportaron que su
concentracion no varia en plantas colectadas de una misma area geografica en diferentes
estaciones del afo: invierno (Febrero) y verano (Abril) (125).

Teniendo en cuenta el andlisis quimico realizado se prosiguidé a evaluar la actividad
antileishmanial del AE, asi como de sus componentes mayoritarios: el ascaridol, el

carvacrol y el 6xido de cariofileno.

V.1. Determinacion de la actividad in vitro del aceite esencial extraido de
C. ambrosioides y sus componentes mayoritarios frente a L. amazonensis.

Todos los productos evaluados frente a promastigotes y amastigotes de L. amazonensis
causaron una inhibicion del crecimiento del parasito. Entre los compuestos puros
evaluados, el ascaridol mostré un mayor efecto inhibitorio comparado con el carvacrol y el
oxido de cariofileno, con una Clsy inferior a 1 pg/mL; siendo esta superior también a la
actividad mostrada por el AE. Estos resultados corroboran la hipotesis que el ascaridol es el
principal componente antiparasitario en el aceite de Chenopodium. Estudios previos han
demostrado que el ascaridol fue efectivo frente a Trypanosoma cruzi (69) y a Plasmodium

falciparum (68) con Clsg inferiores también a 1 pg/mL.



En la bibliografia cientifica existen pocos reportes de la evaluacion de AE contra
Leishmania y la mayoria han mostrado poca actividad. Ejemplo de ello podemos citar el
aceite extraido de Copaifera spp., presentaron una Clsg entre 5,0 ug/mL a 22 pg/mL (126)y
el AE de Ocimum gratissimum que mostré una Clsy de 135 pg/mL (127), frente a esta
misma especie de Leishmania. En los laboratorios de Leishmania del IPK, se han evaluado
otros AE extraidos de Artemisia abrotanum, Piper aduncun y Pinus caribea. La Cls, de
estos fue mayor de 50 pg/mL frente a L. amazonensis.

Zheliazkov y colaboradores reportaron la actividad antileishmanial del AE extraido de tres
especies del género Ocimum: O. basilicum, O. sanctus y O. tenuiflorum. Estos aceites
mostraron una Clsy entre 37 ug/mL y 50 pg/mL frente a promastigotes de L. donovani
(128). En el 2000, Mikus y colaboradores reportaron la evaluacion de AE comerciales de
ajo (Allium sativum), pino (Pinus spp.) y anis (Pimpinella anisum), los que mostraron
valores de Clso de 58, 123 y 286 pug/mL, respectivamente, frente a L. major (129). El AE de
C. ambrosioides ha mostrado mayor actividad, debido a que la Clsy fue de 3,7 pg/mL.
Frente a amastigotes intracelulares en la bibliografia s6lo se encontré que el AE extraido de
O. gratissimum mostré una Clsy de 100 pg/mL (127) y de Cymbopogon citratus, con una
Clso de 3,2 pg/mL (130), actividad similar a la encontrada del AE estudiado.

Es interesante destacar, que la Clsg del aceite y sus productos, tanto frente a promastigotes
como frente a amastigotes, resultaron similares. Esto pudiera indicar que el aceite y sus
principios activos causan su actividad sobre una molécula u organelo que no es especifico
de estadio, debido a que se encuentra en ambas formas del parésito y parece tener similar
importancia para el crecimiento y desarrollo del mismo.

Al evaluar la citotoxicidad de los productos se observo que el ascaridol mostré una
selectividad de 4; mientras que el carvacrol y el 6xido de cariofileno presentaron una
actividad inespecifica con un IS de 2 y 1, respectivamente. Sin embargo, el AE mostré un
IS de 13. Actualmente, la toxicidad de los productos es uno de los mayores impedimentos
en el desarrollo de nuevos productos. Esta desventaja encontrada en muchos productos
naturales es ilustrada por una saponina glicosilada, conocida por PX-7518, aislada de
Maesa balanzae, la cual mostro una potente actividad frente a L. donovani, pero su
desarrollo fue detenido debido a la toxicidad (59, 131). Es comun que muchos productos

naturales sean toxicos, ya que las plantas son organismos que sintetizan compuestos que



constituyen un mecanismo de defensa bioldgico (131). Segiin Pink y colaboradores la
relacion entre la actividad antileishmanial y la toxicidad debe ser superior a 10. Por estas
razones, continuamos los estudios con el AE (131), lo que se corresponde con la
informacidn etnobotanica, ya que se plantea que en el AE la actividad téxica del ascaridol

se equilibra con los otros componentes ("http://es.wikipedia.org/wiki/Ascaridol").

Resultados similares fueron encontrados por Santin y colaboradores, donde el AE extraido
de C. citratos mostré mejor IS que su principio activo al evaluarlo solo (130).

Un importante punto de analisis en el desarrollo de nuevos farmacos es la comparacion con
los productos que se utilizan para el tratamiento de los pacientes. Al comparar la actividad
del AE de C. ambrosioides con los farmacos actualmente utilizados en la clinica se observo
que el AE fue mas activo que el glucantime, medicamento de primera linea; mientras que la
anfotericina B y la pentamidina fueron mas activas que el AE. Sin embargo, estos agentes
terapéuticos son considerados de segunda linea por la alta toxicidad que causan.
Adicionalmente, hay que tener en cuenta que el AE es una mezcla compleja de productos,
donde el principio activo puede estar en un porcentaje menor. Otros estudios encontrados
en la literatura también reportan actividades superiores para el glucantime (Clso amastigotes
= 22,9 pg/mL) (132) y el pentostam (Clsy amastigotes = 16,6 pg/mL) (53) frente a esta

especie de Leishmania.

V.2. Evaluacion del efecto del aceite esencial extraido de C. ambrosioides frente a la
leishmaniosis cutdnea experimental en ratones BALB/c, causada por
L. amazonensis.

Para evaluar el efecto in vivo del AE, se utilizO un modelo de leishmaniosis cutanea
experimental en ratones BALB/c, causado por la misma especie de Leishmania y que ha
sido estandarizado y utilizado en el Departamento de Parasitologia del IPK con anterioridad
(133) y por otros autores (98, 134).

El AE de C. ambrosioides es una sustancia oleosa, por tales motivos se us6 como vehiculo
para su administracion el vehiculo Miglyol, que es un aceite neutro, incoloro, con sabor y
olor caracteristicos. Este aceite presenta un alto grado de pureza, y esta libre de aditivos

antioxidantes, solventes o residuos de catalisis. Por otra parte, presenta varias ventajas



frente a los aceites naturales como son su alta estabilidad contra la oxidacion, buena
absorcion, baja irritabilidad y muy buenas caracteristicas de solubilidad (135).

Previo a la evaluacion del efecto antileishmanial in vivo del AE, se determind la DMT, con
el objetivo de poder finalizar los ensayos farmacoldgicos, sin que los animales muriesen a
causa de la toxicidad provocada por el producto. Se selecciond la via intraperitoneal ya que
a pesar de ser una via que sélo se utiliza con fines experimentales, se caracteriza por ser una
via de rapida y alta absorcion de los componentes hasta circulacion sistémica y es facil de
utilizar por los especialistas. En los animales tratados con dosis de 15 mg/kg y 30 mg/kg, se
evidencié una ligera disminucion de peso, al igual que en los animales a los que se les
administrd el vehiculo del aceite (Miglyol). Esto pudiera deberse al estrés a que son
sometidos los animales con la manipulacion y la inyeccion diaria. Antes de finalizar el
tratamiento, los animales lograron recuperarse de la pérdida de peso y no hubo mortalidad.
Al aplicar una dosis de 60 mg/kg se obtuvo una mortalidad del 100 % de los animales antes
de finalizar el tratamiento. Segun estos resultados, consideramos que la DMT del AE era de
30 mg/kg al ser administrado una vez al dia, por via intraperitoneal, durante 14 dias.

En los animales tratados con el AE de C. ambrosioides se evidencié un efecto terapéutico
durante todo el tiempo del tratamiento que provocd una disminucion altamente significativa
(P <0,01) en el tamafio de las lesiones con relacion al resto de los grupos. La efectividad
del tratamiento fue confirmada por la reduccion de la carga parasitaria en el sitio afectado,

14 dias después de terminar el mismo.

Posteriormente, se comparé la actividad antileishmanial observada al administrar el AE por via
intraperitoneal, oral e intralesional. En este caso, se utilizo la misma dosis anteriormente utilizada con el
objetivo de poder comparar la eficacia a la misma dosis administrando el AE por diferentes vias de
administracion. De las tres rutas utilizadas, la intraperitoneal resulté ser la mas efectiva, aunque no se
encontraron diferencias significativas cuando el AE fue administrado por via oral; solo se evidencié un
pequeno incremento en la lesion entre la semana 8-12 post-infeccion. La efectividad observada por via oral
demuestra que probablemente los componentes activos del AE fueron absorbidos a través del tracto intestinal
y distribuidos hasta el sitio infectado.

Varios estudios sobre la efectividad de extractos de plantas, como son Galipea longiflora (134) y Kalanchoe
pinnata (136), al administrarlos por via oral han mostrado resultados promisorios frente a la leishmaniosis
cutanea. Sin embargo, atin ninguno de estos productos ha sido validado como nuevo medicamento para el

tratamiento de esta parasitosis.



La administracion intralesional del AE solo mostré una modesta actividad, inferior al efecto observado por
via intraperitoneal u oral, aunque fue superior respecto al grupo tratado con el vehiculo por la misma via. Una
posible explicacion puede ser la incapacidad del tejido de absorber las cantidades administradas del vehiculo
oleoso, lo que pudiera traer como consecuencia un depoésito subcutdneo en los cojinetes plantares y un
aparente crecimiento de la lesion. Similares resultados fueron reportados en estudios de la actividad de la
licochalcona A, una chalcona aislada de Chinense pera, frente a la leishmaniosis cutanea en animales
infectados con L major (137). Teniendo en cuenta estas observaciones, se considerd apropiado determinar la

relacion dosis-efecto por via oral y por via intralesional utilizando otro vehiculo.

Al administrar diferentes dosis del AE diluido en Miglyol por via oral durante 15 dias se
observé una alta correlacion lineal entre las dosis administradas y el efecto observado. En
los experimentos, no se detectaron parasitos en los animales tratados con el AE. Una
posible explicacion pudiera deberse a la incapacidad de los amastigotes de transformarse en
promastigotes in Vitro posterior a la accion del AE de C. ambrosioides. Por otra parte, un
pequeiio numero de pardsitos pudieran estar presentes en la lesion, los cuales no fueron
detectados por el método de microtitulacion utilizado; aunque esta metodologia si detecto
una considerable carga parasitaria en los animales tratados con el vehiculo y los que no
recibieron ningln tratamiento. No obstante, se evidencié un incremento en el tamafo de la
lesion en todos los grupos tratados después de finalizado el tratamiento, lo cual demuestra
la persistencia de parasitos en la region infectada con la capacidad de reproducirse y
desarrollar la enfermedad en los animales. El tratamiento por via oral constituye una
ventaja para el paciente, debido a que puede tomar el medicamento por si mismo, no

requiere hospitalizacion y el farmaco presenta una distribucion sistémica (4).

Paralelamente, se evalué la actividad del AE por via intralesional utilizando un vehiculo con caracteristicas
fisico-quimicas diferentes al Miglyol. Esta via de administracion presenta la ventaja de que puede aumentarse
la dosis empleada, la eficacia y disminuir los efectos toxicos del farmaco (4). Para la evaluacion del AE por
via intralesional se utiliz6 como vehiculo la PVP, la cual es un polimero no ioénico de alto peso molecular que
presenta caracteristicas fisico-quimicas que permite la solubilidad de los principios activos en medio acuoso.
Adicionalmente, es un producto inocuo, que ha sido utilizado como transportador en diversos estudios
farmacoldgicos y mejora la estabilidad de compuestos con naturaleza proteica (138). E1 AE mostr6 una buena
actividad antileishmanial a las dosis superiores (120 y 150 mg/kg). Se encontraron diferencias significativas
(P < 0,05) en cuanto al tamafio de la lesion y la carga parasitaria entre los grupos tratados respecto al grupo
del vehiculo y el control, observandose una correlacion lineal entre dosis-efecto.

El tratamiento local de las lesiones cutaneas producidas por Leishmania ha sido ampliamente evaluado, tanto
con métodos fisicos (calor, radiaciones) (4) como por agentes quimicos, como por ejemplo la inyeccion

intralesional de derivados de antimonio pentavalente (139). Algunos agentes naturales también han sido



evaluados por esta via como es la licochalcona A extraida de Chinese licorice (137) y alcaloides de
Zanthoxylum chiloperone (140). Esta via de administracion es efectiva, pero presenta la desventaja que en
algunos casos la infeccion puede presentarse en multiples sitios, lo cual demandaria la administracion en cada
una de las lesiones. Por otra parte, Leishmania no es una infeccion superficial; sino que puede ademas
propagarse por via linfatica a otras zonas de la piel o a las mucosas (4).

Al comparar la efectividad del AE por via oral e intralesional se observé similar eficacia en cuanto al tamafio
de la lesion y a la carga parasitaria. Patricio y colaboradores, reportaron similares resultados al evaluar la
actividad antileishmanial de un extracto hidroalcoholico de C. ambrosioides. No obstante, sugirieron la
administracion intralesional debido a que ademas de su actividad antiparasitaria directa sobre Leishmania,
incrementa la produccion de 6xido nitrico (NOe) y perdxido de hidrogeno (H,O,) por estimulacion de los
mecanismos microbicidas de los macrofagos (98).

El AE mostr6 una mayor efectividad que los fdrmacos de referencia, lo cual fue evidenciado por la
disminucion del tamafio de la lesion y la carga parasitaria. En primer lugar podemos aclarar que la cepa de
Leishmania utilizada fue susceptible a los tres medicamentos de referencia en los ensayos in vitro, con valores
de CIs, similares a los reportados en la literatura para esta especie y los animales fueron tratados con las dosis
recomendadas. No obstante, reportes sobre la baja efectividad del glucantime (141), la anfotericina B (43) y la
pentamidina (142) han sido reportado por otros autores en animales experimentalmente infectados con L.

amazonensis.

Para comparar el efecto del AE de C. ambrosioides, solo se incluyeron los farmacos de
referencia que se utilizan como primera y segunda opcién para el tratamiento de las
infecciones causadas por el complejo L. mexicana, al cual pertenece L. amazonensis, en el
Nuevo Mundo (1). Estos productos tienen la desventaja de que requieren una
administracion parenteral durante largos periodos de tratamiento (4). No se incluyeron otros
compuestos que actualmente se utilizan para el tratamiento de la leishmaniosis (miltefosina,
aminosidina, ketoconazol, itraconazol) debido a que la efectividad de estos medicamentos
frente al complejo L. mexicana es discutida y no se ha confirmado (1).

Como puede apreciarse, resultados opuestos fueron obtenidos entre la comparacion de la
actividad del AE con los farmacos de referencia entre los ensayos in vitro e in vivo. En el
sistema in vitro los componentes activos estan directamente en contacto con el parasito, por
lo que se obtiene una actividad directa de su accion. Por estos motivos era de esperar que
los farmacos de referencia mostraran una mayor actividad ya que son compuestos con un
alto grado de pureza quimica. Sin embargo, en los ensayos in vivo, se utilizan sistemas
multicelulares de mayor complejidad, en este caso los ratones BALB/c, donde intervienen

procesos de absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacion de los farmacos. Es posible



que los medicamentos de referencia lleguen en un bajo porcentaje al sitio de infeccion y por
lo tanto, demuestren un menor efecto. Esto puede deberse a las caracteristicas de
biodisponibilidad y farmacocinéticas de los compuestos y no solo de su potencia
antileishmanial, lo cual influye directamente sobre el efecto final de un medicamento contra
la enfermedad. Ejemplo de ello fue demostrado por Al-Abdely y colaboradores, los cuales
observaron resultados diferentes relacionados con la eficacia de la anfotericina B al tratar
ratones BALB/c infectados en la oreja y en la cola con L. amazonensis (43).
Adicionalmente, en el caso de Leishmania, es importante tanto una accion antiparasitaria
directa, como un aumento de la respuesta Thl por parte del hospedero vertebrado. Los
farmacos de referencia utilizados tienen una accion antileishmanial directa, pero pocos
estudios han demostrado si tienen capacidad de modular positivamente la respuesta inmune.
Aunque el mecanismo de acciéon del AE de C. ambrosioides no ha sido estudiado a
profundidad, en los experimentos in vitro, se demostré que el aceite estudiado tiene una
accion directa sobre el parasito, pero al estar formado por diversos compuestos ricos en
grupos funcionalmente activos, pudiera ejercer acciones indirectas como potenciar la
respuesta inmunologica que beneficia la recuperacion del organismo infectado. Patricio y
colaboradores sugirieron que la actividad antileishmanial del C. ambrosioides no soélo se
debe a su accion directa sobre el parasito, sino que también influye sobre los mecanismos
reguladores de la diseminacion de L. amazonensis en ratones (98). Paralelamente, estudios
in vitro han demostrado la estimulacion de linfocitos, asi como la activacion de
macrdofagos, induciendo tanto la produccion de oOxido nitrico como de perdxido de
hidrogeno (72) por esta planta.

En la infeccion por Leishmania, el incremento del tamafio de la lesion puede deberse
ademas al movimiento de citocinas y efectores de la respuesta inmunolédgica que da lugar a
eventos de inflamacion en el lugar infectado. Recientemente, se demostrd la posible
actividad antiinflamatoria del carvacrol por inhibicion de la ciclooxigenasa (COX), la cual
es una enzima prostaglandina-endoperoxido sintasa que permite al organismo producir la
prostaglandina a partir del acido araquidonico. Se ha demostrado que la COX es inhibida
por los antiinflamatorios no esteroideos, como la aspirina, y que el carvacrol fue capaz de

inhibir ambas isoformas de la enzima COX-1 y COX-2 (143), lo cual pudiera también



influir sobre el control del crecimiento de la lesion ya que éste es el componente principal
del AE.

En nuestro trabajo, no se evidenci6 la cura completa de los animales después del
tratamiento. Sin embargo, mientras que los animales no tratados desarrollaron lesiones
inexorables, los ratones tratados con el AE de C. ambrosioides tuvieron una disminucion en
el tamafio de la lesion y una carga parasitaria indetectable. E1 modelo de leishmaniosis
cutanea en ratones BALB/c causada por L. amazonensis no es un modelo perfecto, debido a
que esta linea de roedor es altamente susceptible a esta especie de Leishmania y desarrolla
una enfermedad diseminada y fatal (134). Resultados similares han sido reportados con
otros productos naturales, donde se ha observado un efecto antileishmanial, pero no la cura
completa de los animales (134, 136).

En este trabajo, podemos mencionar que de manera preliminar se realizaron estudios de
toxicidad aguda en esta fase de experimentacion. Es valido mencionar que a una dosis de
300 mg/kg del AE de C. ambrosioides por via oral no se observaron muertes, ni pérdidas de
peso. La toxicidad de C. ambrosioides ha sido ampliamente difundida y aunque existen
pocos estudios que definan la relacion dosis/efecto/toxicidad, algunos reportes asocian la
mortalidad causada por esta planta, posiblemente con sobredosis (119). Un estudio de
toxicidad subcrénica realizado con el extracto hidroalcohdlico de las hojas de
C. ambrosioides y administrado por via oral durante 15 dias demostrd que el producto no
causO muerte en los animales tratados, aunque se evidenciaron alteraciones puntuales en los
animales tratados con las dosis mas altas (500 mg/kg/15 dias). Los autores concluyeron que
a las dosis terapéutica no causaba dafios por lo que sugieren que su consumo es seguro
cuando se apliquen las dosis farmacoldgicas adecuadas (144).

En los estudios realizados sobre la leishmaniosis experimental el AE demostro su capacidad
de controlar el desarrollo de la infeccion al ser administrado por via oral e intralesional.
Ambas vias de administracion pudieran ser exploradas con el objetivo de estandarizar un
tratamiento efectivo y seguro; pero que también prevenga al paciente de la aparicion de

metastasis en otras zonas diferentes al sitio de infeccion primaria.



V.3. Evidencias experimentales sobre el posible mecanismo de accion del aceite
esencial extraido de C. ambrosioides.

En la literatura podemos encontrar algunos reportes descriptivos sobre los efectos
farmacologicos de C. ambrosioides frente a diversos microorganismos. En este estudio, se
evaluo el espectro de accion del AE frente a agentes causales de infecciones producidas por
otros protozoos parasitos, bacterias, hongos y virus. Se evidencid una actividad especifica
del AE de C. ambrosioides frente a protozoos intracelulares (P. falciparum) y
extracelulares (T. vaginalis), siendo inactivo frente a los demas microorganismos
evaluados. Adicionalmente, presentd un efecto inhibitorio sobre lineas celulares aunque fue
menor, comparada con su actividad antiprotozoaria. Esto pudiera indicar que la actividad de
los componentes del aceite pudiera ser sobre moléculas o rutas metabdlicas propias de
células eucariotas. No obstante, existen diferencias entre organismos inferiores (protozoos)
y organismos superiores (c¢lulas de mamiferos) y por lo tanto causan un efecto diferente
que podria explicar su mayor afinidad y actividad sobre los parasitos.

Actualmente, el mecanismo de accion a nivel molecular del AE de C. ambrosioides no ha
sido estudiado a profundidad y la informacion sobre los posibles efectos de sus principales
ingredientes es limitada. Se ha demostrado que las propiedades antiparasitarias de
C. ambrosioides se deben al ascaridol, (99). Los endoperdxidos son compuestos que
presentan un enlace O-O, el cual juega un papel fundamental en la actividad farmacologica
de estos compuestos (145, 146). Generalmente, la administracion de perdxidos organicos
causa un alto dafio por estrés oxidativo, desencadenando los procesos de peroxidacion
lipidica con una fuerte depresion de la funcion mitocondrial (147). Un importante ejemplo
de la relevancia de los endoperoxidos, es la 1,2,4-trioxane, artemisina, la cual posee una
potente actividad antimalarica. Evidencias experimentales han demostrado que la
artemisina se asocia al hierro divalente (Fe*") produciendo un radical carbono, el cual
desencadena la generacion de las especies reactivas de oxigeno (147). Por otra parte, se ha
observado que la artemisina y sus derivados interfieren con los componentes de la cadena
transportadora de electrones de la mitocondria parasitaria (148). Los stolonoxides, son
también endoperoxidos, aislados de organismos marinos, que inhiben los Complejos II y III

de la mitocondria (149).



El carvacrol es reconocido por sus propiedades antibacterianas. Estudios experimentales
han demostrado su capacidad de distribuirse en las membranas provocando la
permeabilizacion de las mismas, lo cual origina la pérdida del equilibrio idnico. Esta accion
conlleva a que se observe una disminucion en la concentracion de proteinas y K+
intracelular y también incrementa la hidrolisis del adenosil trifosfato (ATP) (150).

Por otro lado, el 6xido de cariofileno es un epdxido, los cuales influyen sobre la
contractilidad de células cardiacas (151) y presentan efecto fungicida (152). Otros
epoxidos, como el 6xido de estireno, causan dafios a la mitocondria (153).

En la bibliografia consultada no se encontraron reportes acerca del estudio del mecanismo
de accion del AE de C. ambrosioides. No obstante, estudios de microscopia electronica con
el AE extraido de Croton cajucara (154) y Ocimum gratissimum (127) han demostrado que
estos provocan dafios ultraestructurales en la mitocondria. En los protozoos la mitocondria
ha sido considerada como un importante blanco terapéutico para el desarrollo de nuevos
farmacos debido a: constituye un organo esencial para la sobrevivencia del parasito,
presenta caracteristicas diferentes al comparar la mitocondria de protozoos con la de células
de mamiferos, presenta diferentes moléculas y vias metabolicas que han sido consideradas
blancos terapéuticos para el desarrollo de drogas antiparasitarias y sus potencialidades han
sido demostradas en estudios experimentales y clinicos (155, 156). Basandonos en los
antecedentes encontrados, se exploraron tres vias para explicar la actividad antileishmanial
del AE de C. ambrosioides y sus principales componentes: la formacion de radicales libres,
la actividad sobre los complejos de la cadena transportadora de electrones de la mitocondria
y su interaccion con macromoléculas importantes, como el ADN.

Mediante la RPN se demostrd la generacion de una especie radical centrada en el carbono
en el AE y en el ascaridol. Este radical puede provocar la alquilacion de diferentes
biomoléculas importantes para la sobrevivencia del parédsito (145). Evidencias
experimentales reportadas, demuestran que en estos peroxidos ocurre la ruptura del enlace
0O-O por un mecanismo homolitico formando un radical peroxil. Sin embargo, la presencia
de este radical es muy corta debido a su inestabilidad, y por lo tanto ocurre una re-
estructuracion en la molécula formandose un radical secundario carbono, el cual es mas
estable (157). La adicion de carvacrol al ascaridol provocé una pequefia disminucion en la

sefal obtenida, esto puede deberse a la capacidad de los fenoles de atrapar electrones libres



y de esta manera modular las cantidades de radicales producidas por el ascaridol. El 6xido
de cariofileno no influy6 en la sefal obtenida al adicionarlo en conjunto con el ascaridol.
Los radicales libres son moléculas altamente reactivas, por lo que la accion antiparasitaria
del AE de C. ambrosioides podria deberse a la formacion de un radical libre. Sin embargo,
en los ensayos in vitro se evidencid que el carvacrol y el 6xido de cariofileno también
presentan actividad contra Leishmania, a pesar de su inespecificidad. Por estos motivos, el
efecto del AE no s6lo pudiera deberse a la formacion de radicales libres, sino que también
existen otros componentes activos que pudieran incidir sobre la viabilidad celular por otro
mecanismo.

Los resultados demuestran que el AE y sus componentes actian sobre la cadena
transportadora de electrones de la mitocondria, con una notable actividad sobre el
Complejo III. Sin embargo, s6lo el AE caus6 una inhibicion especifica, comparado con los
componentes puros. Estos resultados son similares a los estudios realizados en modelos
celulares donde se encontrd6 que el ascaridol, el carvacrol y el oxido de cariofileno
presentaban una actividad inespecifica, inhibiendo el crecimiento tanto del parasito como la
célula hospedera. Por otra parte, también corrobora que en la mezcla de componentes del
AE se pudieran equilibrar los efectos toxicos, como se explico al analizar la actividad
especifica del AE frente a Leishmania.

La relacion de actividad encontrada para el AE en el sistema celular fue de 13, mientras que
para el Complejo III fue de 2. Estas diferencias entre el sistema celular y el molecular
pueden deberse a tres razones. En primer lugar, Leishmania presenta solamente una
mitocondria, por lo que no tiene opciones para sobrevivir cuando su viabilidad depende del
funcionamiento de un solo organelo; mientras que los macrofagos presentan multiples
mitocondrias que pueden compensar la actividad de las dafadas. En los ensayos
enzimaticos se utiliza una concentracion similar del Complejo bel purificado. En segundo
lugar, el AE pudiera causar otros dafios sobre moléculas especificas del parasito, como el
ADN o proteinas, debido a los radicales libres formados. En tercer lugar, es posible que la
entrada y acumulacion de los componentes activos del AE en el parésito sea favorecida
debido a transportadores especificos, lo cual pudiera contribuir a una mayor actividad del
aceite sobre Leishmania, como son los transportadores amino-purina P2 los cuales no estan

presentes en las células de los mamiferos (158).



Los resultados demostraron que el AE de C. ambrosioides interacciona con el ADN
parasitario, lo cual pudiera influir negativamente en algunos procesos importantes como
son la replicaciéon y la trascripcion. En la literatura ha sido reportada la accion
antileishmanial de compuestos que actuan sobre el ADN, como son los complejos de
platino y cobre (95, 159). En Leishmania el ADN se encuentra en un nucleo prominente, el
cual esta formado por 36 cromosomas con 9800 genes aproximadamente (160, 161) y una
extension mitocondrial llamado cinetoplasto (10). Ambas estructuras estan implicados es el
desarrollo bioldgico de Leishmania y en los diferentes procesos que logran la supervivencia
del parasito en el huésped vertebrado. En los experimentos realizados s6lo encontramos que
el AE interacciona con el ADN, no encontrando evidencias de que se intercale entre las
bases de los nucleo6tidos ni que cause la ruptura del ADN.

Teniendo en cuenta los componentes activos del AE, se ha reportado que los peroxidos
provocan la oxidacion sitio-especifica de bases de guanina (G) y citocina (C) en el ADN, y
subsecuentemente su disfuncion bioldgica y en algunos casos llega a ocurrir la ruptura del
ADN (162). Con los avances sobre el conocimiento del genoma de L. major, L. infantum y
L. braziliensis se conoce que el ADN de Leishmania presenta un contenido mayoritario de
bases G-C de aproximadamente el 60 % (163). Por otra parte, los epoxidos, como el 6xido
de cariofileno, dependiendo de su estabilidad son considerados intermediarios eletrofilicos,
los cuales pueden unirse a proteinas y al ADN (152, 164).

En la bibliografia se ha reportado que los radicales libres ocasionan severos dafios en los
parasitos de Leishmania lo cual puede provocar la muerte del parasito. Castro y
colaboradores reportaron que benzofuroxanos oxigenados interfirieron en la funcion de la
mitocondria de Leishmania y aumentaron la produccion de estrés oxidativo en el parasito
debido a la formacion de radicales libres (165). El cloruro de berberina, un alcaloide
isocuaternario con excelente actividad frente a L. donovani, causé un incremento en la
generacion de intermediarios reactivos del oxigeno que provocd la muerte del parasito
(166).

Con el objetivo de demostrar las evidencias moleculares se evalu6 el efecto del AE al
combinarlo con medicamentos conocidos que se usan actualmente en la clinica que actuan
sobre la mitocondria y sobre otras vias metabolicas. Se pudo corroborar un efecto sinérgico

al administrar el AE en conjunto con los farmacos que actuan sobre ese mismo mecanismo



de accion, en este caso la pentamidina. Estudios experimentales han demostrado que este
farmaco se acumula en la mitocondria del parésito por un transporte favorecido y que
inhibe los complejos de la cadena transportadora de electrones (167). Paralelamente, se ha
observado su union al ADN inhibiendo la replicacion y la trascripcion, fundamentalmente a

nivel mitocondrial (5).

V.4. Consideraciones generales

Los resultados observados a nivel celular y molecular demuestran que los principales
componentes del AE por separado, causan una mayor toxicidad inespecifica que el AE de
C. ambrosioides. En los estudios in vitro e in vivo frente a L. amazonensis el AE integro
mostro potencialidades para el desarrollo de un fArmaco con actividad antileishmanial.

Por otra parte, el AE fue eficaz al administrarlo por via oral e intralesional. La via oral
presenta la ventaja de ser una via sistémica que pudiera contribuir al control de la
progresion de la enfermedad por vias indirectas; mientras que la eficacia de la via
intralesional estd en dependencia del vehiculo utilizado para administrar el AE.

En los modelos in vitro el AE mostr6 una mejor actividad que la del glucantime (firmaco
de primera linea), asi como mejor selectividad que la pentamidina (farmaco de segunda
linea). En los modelos in vivo la eficacia del AE fue comparada con la del glucantime y la
pentamidina. Ademas, se observéd un efecto sinérgico al combinarlo con la pentamidina, la
cual es un farmaco droga utilizada en la clinica frente a la LCD causada por
L. amazonensis y frente a los casos de LV que no responden al tratamiento con
antimoniales (14).

Adicionalmente, se pudieron identificar algunas de las moléculas y vias metabolicas sobre
las cuales actia el AE para ejercer su efecto antileishmanial, lo cual constituye un primer
aporte al entendimiento del mecanismo de accién farmacoldgico del AE. El aceite estd
formado por una mezcla de varios componentes, por lo que su accidon pudiera deberse a su
actividad sobre diferentes blancos terapéuticos en el pardsito, asi como sobre el
microambiente donde se desarrolla la infeccion. La Figura 20 muestra los mecanismos
estudiados en este trabajo, asi como otros que pueden sugerirse a partir de estudios
realizados por otros autores sobre efectos de los componentes presentes en el AE.

Adicionalmente, la actividad antileishmanial observada puede ser producto de metabolitos



o intermediarios que se produzcan por la reaccion de los diversos componentes presente en
la mezcla, como es el caso del carvacrol que pudiera captar los radicales libres formados
por el ascaridol. Otros estudios han revelado que el 6xido de cariofileno puede ser
metabolizado por las enzimas epoxido reductasas, reportadas en algunos microorganismo y
en el higado, a compuestos hidroxi-derivados, los cuales son altamente reactivos (159,

168).
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Figura 20: Esquema de los posibles mecanismos de accion del AE de C. ambrosioides
demostrados en este trabajo (verde): A: Formacion de un radical libre centrado en el
carbono, B: Inhibicién inespecifica del Complejo III de la cadena de transporte de
electrones de la mitocondria, C: interacciéon con ADN parasitario (ntcleo y cinetoplasto).
Posibles mecanismos sugeridos a partir de estudios realizados por otros autores sobre
efectos de los componentes presentes en el AE (azul): D: Potenciacion de los mecanismos
microbicidas del macréfago como son la produccion de 6xido nitrico (NOe) y peroxido de
hidrogeno (H,0,), E: Accion antiinflamatoria por inhibicion de la ciclooxigenasa 2

(COX 2). 1: Nucleo, 2: Mitocondria, 3: Cinetoplasto.



La actividad antileishmanial causada por el AE in vitro e in vivo, asi como los estudios

preliminares realizados sobre su actividad sobre otros protozoos y de toxicidad, se

encuentran en concordancia con los criterios expuestos por Pink y colaboradores (130) para

el desarrollo de farmacos antiparasitarios (Tabla 10).

Tabla 10: Relacion de los principales resultados de la actividad antileishmanial del aceite

esencial de C. ambrosioides acorde a los criterios estandar internacionales.

Criterios (Pink et al., 2005)

Resultados del aceite esencial de C. ambrosioides frente

a la leishmaniosis cutéanea causada por L. amazonensis

1. Activo in vitro con una Cls

<1 pg/mL (Productos puros)

1. Clsp de 3,7 pg/mL frente a promastigotes y 4,7 ug/mL

frente a amastigotes”

2. Selectividad (10 veces mas

activo sobre el parasito)

2. El AE fue 13 veces aproximadamente mas activo frente

a Leishmania

3. Activo in vivo a dosis < 100

mg/kg

3. Activo a 30 mg/kg por via intraperitoneal

4. Activo in vivo por via oral a

dosis < 100 mg/kg

4. El AE caus6 una DEsy de 51 mg/kg por via oral

5. No causar signos de
toxicidad a las dosis

terapéuticas.

5. En los animales tratados no se observo muertes, ni
pérdidas de peso superior al 10 %, ni signos de
toxicidad retardada por via oral o intralesional al

administrar el AE durante 14 dias

Los estudios toxicologicos, farmacocinéticos y de formulacion podrian ser explorados y

estudiados en mas detalles para el desarrollo del AE de C. ambrosioides como un nuevo

agente antileishmanial potencial para la poblacion endémica que sufre los dafios causados

por esta parasitosis.
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1.

VI1.1. CONCLUSIONES

Los modelos in vitro permitieron esclarecer que el ascaridol caus6 una mayor
inhibicion sobre promastigotes y amastigotes de L. amazonensis comparado con el
aceite esencial integro y otros componentes aislados; mientas que el aceite
esencial de C. ambrosioides mostr6 el mayor indice de selectividad comparado

con sus componentes aislados.

El aceite esencial de C. ambrosioides administrado por via oral e intralesional fue
capaz de controlar el desarrollo de la infeccion por L. amazonensis en ratones
BALB/c y su actividad fue superior a la demostrada por los farmacos
convencionales. La efectividad del aceite esencial por via intralesional fue

dependiente del vehiculo utilizado.

Se demostré que los posibles mecanismos de accién del aceite esencial de
C. ambrosioides frente a L. amazonensis pueden estar relacionados con la
oxidacion directa (formacion de radicales libres), inhibicion no selectiva del
Complejo III de la cadena respiratoria e interaccion con el ADN del parasito in

vitro.

El aceite esencial de C. ambrosioides mostr6 mayor selectividad tanto en los
modelos celulares como moleculares, comparado con sus componentes por
separado y se observo sinergismo al combinarlo con la pentamidina (farmaco
convencional), lo que demuestra las potencialidades de este producto para el

desarrollo de nuevos farmacos con actividad antileishmanial.



VI1.2. RECOMENDACIONES

Realizar estudios de toxicidad subcronica y cronica del aceite esencial de

C. ambrosioides al administrarlo por via oral e intralesional.

Disefiar y evaluar nuevas formulaciones farmacéuticas para la administracion del

AE de C. ambrosioides.

Profundizar en el estudio de los mecanismos por los cuales el aceite esencial de

C. ambrosioides ejerce su accion antileishmanial.

Evaluar la actividad del aceite esencial de C. ambrosioides frente a otros parasitos

(protozoos y helmintos) de importancia médica.
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ANEXO 4

Reactivos y medios utilizados en el estudio con sus correspondientes abreviaturas y la firma

comercial de procedencia:

Producto Abreviatura Firma Comercial
2,3-dimetoxi-5-metil-6-decil- dUQH2 Sigma Aldrich, Viena, Austria
1,4-benzoquinona
3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5- MTT SIGMA, St. Louis, EUA
difeniltetrazolio
5,5-dimetil-1-pirrolina-N- DMPO Sigma Aldrich, Viena, Austria
oxido
5-difosfato de adenosina ADP Boehringer Mannheim GmbH,
Alemania
Acetato de Sodio NaAc BDH, Poole, Inglaterra
Acetonitrilo ACN Merck, Dermstadt, Alemania
Acido etilene-dinitrilo- EDTA Merck, Dermstadt, Alemania
tetraacético
Albumina de suero bovino BSA SIGMA, St. Louis, MO, USA
Anfotericina B - Imefa, Ciudad de la Habana, Cuba
Bromocresol - SIGMA, St. Louis, MO, USA
Carvacrol - Sigma Aldrich, Viena, Austria
Cianuro de potasio KCN Merck, Dermstadt, Alemania
Citocromo ¢ Citc Sigma Aldrich, Viena, Austria
Cloruro de sodio NaCl Merck, Dermstadt, Alemania
Dihidrégenofostato de sodio NaH,POq4 Merck, Dermstadt, Alemania
Dimetilsulfoxido DMSO BDH, Poole, Inglaterra
Ditionito de sodio Na;S,04 Merck, Dermstadt, Alemania
Estigmatelina - Sigma Aldrich, Viena, Austria
Estreptomicina - SIGMA, St. Louis, MO, USA
Fosfato inorgéanico Pi Sigma Aldrich, Viena, Austria
Giemsa - Merck, Dermstadt, Alemania
Glucantime - Rhone-Poulenc Rorer, Mexico
Glutamato - Sigma Aldrich, Viena, Austria
Hidrocloruro de TRAP Merck, Dermstadt, Alemania
trietanolamina
Hidrogenofosfato de sodio Na,HPO, Merck, Dermstadt, Alemania




Sigma Aldrich, Viena, Austria

Malato
Medio 199 - SIGMA, St. Louis, MO, USA
Medio RPMI 1640 RPMI SIGMA, St. Louis, MO, USA
Medio Schneider - SIGMA, St. Louis, MO, USA
Medio Triptona Soya Agar TSA Merck, Dermstadt, Alemania
Metanol - BDH, Poole, Inglaterra
Mygliol 810N Mygliol Hiils Aktiengesellschaft, Alemania
Oxido de cariofileno - Sigma Aldrich, Viena, Austria
para-Nitrofenilfosfato pNFF SIGMA, St. Louis, MO, USA
Penicilina sodica - SIGMA, St. Louis, MO, USA
Pentamidina - Richet, Buenos Aires, Argentina
Polivinilpilorridona PVP SIGMA, St. Louis, MO, USA
Sacarosa - Merck, Dermstadt, Alemania
Solucién salina fisioldgica SSFE Imefa, Ciudad de 1a Habana, Cuba
estéril
Succinato - Sigma Aldrich, Viena, Austria
Suero fetal bovino SFB SIGMA, St. Louis, MO, USA
Sulfato de hierro FeSOy4 Merck, Dermstadt, Alemania
Sulfato de neomicina neomicina SIGMA, St. Louis, MO, USA
Triton X-100 Triton BDH, Poole, Inglaterra
a-terpineno a-terpineno Sigma Aldrich, Viena, Austria
Tris(hidroximetil)- TRIS Merck, Dermstadt, Alemania
aminometano




ANEXO 5

Cepas, aislamientos y lineas celulares utilizados en este estudio, asi como su procedencia y

manutencion.

Cepa de L. amazonensis

Se utilizé la cepa MHOM/77/LTB0016, donada por el Departamento de Inmunologia de la
Fundacion Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, RJ, Brasil. Los parasitos se mantuvieron en ratones
de la linea BALB/c, se extrajeron mediante aspirado con jeringuilla y fueron inoculados en
medio Schneider, suplementado con antibioticos (penicilina sddica 200 Ul, estreptomicina
200 pg/mL) y al 10% de SFB inactivado con calor (56°C, 30 minutos). No se usaron

promastigotes después del décimo pase in vitro.

Cepa de L. donovani

Se utilizdo la cepa MHOM/ET/67/L82, donada por el Departamento de Infecciones y
Medicina Tropical de la Escuela de Higiene y Medicina Tropical de Londres, Reino Unido.
Los parasitos se mantuvieron en medio Schneider, suplementado con antibidticos
(penicilina sdédica 200 UI, estreptomicina 200 pg/mL) y al 10% de SFB bovino inactivado

con calor (56°C, 30 minutos).

Cepa de Plasmodium falciparum

Se utilizo la cepa FCA/20GHA, donada por el Departamento de Ciencias Farmacéuticas de
la Universidad de Amberes, Bélgica. Los parasitos fueron mantenidos al 1 % de
parasitemia en eritrocitos humanos (A+) en medio RPMI, 10 % de suero humano (A"), 1.77

g/l de glucosa, 2.0 g/ de NaHCOs y 8.3 g/l de HEPES.

Aislamiento de Trichomonas vaginalis
Se utiliz6 el aislamiento C173 del Departamento de Parasitologia del IPK. El aislamiento se
realizd de una paciente sintomatica y se axenizo en condiciones de esterilidad en medio

TYI-S-33 suplementado al 10 % de ternera recién nacido y antibioticos.



Cepa de Escherichia coli
Se utilizo la cepa ATCC 25922 del banco de cepas del Instituto Finlay. Las bacterias fueron

sembradas en césped en medio TSA.

Cepa de Staphylococcus aureus
Se utiliz6 la cepa ATCC 29213 del banco de cepas del Instituto Finlay. Las bacterias fueron

sembradas en césped en medio TSA.

Cepa de Pseudomona aeruginosa
Se utilizo la cepa ATCC 27853 del banco de cepas del Instituto Finlay. Las bacterias fueron

sembradas en césped en medio TSA.

Cepa de Candida albicans
Se utilizo6 la cepa ATCC 10323del banco de cepas del Instituto Finlay. Las levaduras fueron

sembradas en césped en medio TSA.

Cepa de Saccharomyces cerevisiae
Se utiliz6 la cepa DBY 747 del banco de cepas de la Universidad de Ciencias Veterinarias

de Austria. Las levaduras fueron sembradas en medio TSA.

Cepa de Herpes simplex tipo 1 y 11
Se utilizo la cepa 8WC, donada por el Instituto Carlos III de Madrid, Espana. Los virus

fueron mantenidos en Medio 199.

Lineas celulares

Se utiliz6 las células ATCC CCL-81 VERO (Células de rindén de monos verdes africanos)
del banco de cepas del Instituto Finlay y ATCC CCL-171 MRC-5 (Fibroblastos normales
de pulmoén humano) del banco de cepas del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”.
Las células fueron mantenidas en Medio 199, suplementado con SFB al 5% y antibidtico

(neomicina 100 Ul/mL).



ANEXO 6

Animales de laboratorio utilizados en este estudio, procedencia y manutencion.

Se utilizaron ratones de la linea BALB/c (6 a 10 semanas de edad y peso entre 18 y 22 g) y
ratas Wistar (8 a 12 semanas de edad y con un peso de 200 g + 20%) procedentes del
Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB), Cuba,
acreditados con sus correspondientes certificados de salud y calidad genética. Se utilizaron
animales adultos jovenes siguiendo las normas éticas para el uso de animales de
experimentacion y fueron mantenidos bajo condiciones sanitarias convencionales con un
régimen de 12-12 horas luz-oscuridad. La alimentacién consistid6 en pienso concentrado
para roedores suministrado por CENPALAB. Tanto la cantidad de alimento como la de
agua se suministraron para ser consumidos libremente. Los animales fueron alojados en
cajas de macrolon, utilizando como cama el bagazo de cafia desmeollado.

Ejemplares de adultos jovenes Bos taurus fueron obtenidos de los Laboratorios de
Animales de investigacion de Himberg, Austria, acreditados con sus correspondientes
certificados de salud y calidad genética.

Para todos los experimentos se trabajé siguiendo las normas éticas para el uso de animales

de experimentacion.



ANEXO 7

Cromatograma obtenido por cromatografia gaseosa del aceite esencial de C. ambrosioides.
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Principales componentes del aceite esencial de

cromatografia gaseosa. Los componentes corresponden el 97,6 % del aceite esencial.

C. ambrosioides obtenidos por

a

Picos tR Componentes

MM®

FQG*

Estructura

d
%

1 8,35 A*-careno 3,7,7-
trimetilbiciclo [4.1.0]-4-
hepteno

136

CioHis

0,76

2 8,44 p-cimeno
1-metil-4-(2-propil)-

benceno

134

Cio His

0,83

3-4° | 14,88 Ascaridol
1-metil-1,4-dioxi-4-(2-

propil)-ciclohex-2-eno

168

Ci0H1602

-0 O

22,54

5-8° | 16,40 Carvacrol
1-hidroxi-2-metil-5-(2-

propil)-benceno

150

CioH140

OH

62,36

9 16,70 Isoascaridol

168

Ci0H1602

1,86

10 21,42 Acetato de Neomentil
[1S-(1B,2B,50)]-5-metil-
2-(2-propil)-ciclohexanil

acetato

198

Ci2H2,0,

0-C-CH,

0,62

11 22,52 Hexil tiglato
n-hexil 2-metil-2Z-

butenoato

184

C11H200,

1,01

12 | 22,82 Oxido de Cariofileno

220

CisH240

5,64

13 25,74 Apio
1,2-metilenedioxi-3,6-
dimetoxi-4-[1-(2-

propenil)]-benceno

222

C12H1404

o\

/O
HsC
CH3
I

1,98

*: tg; Tiempo de retencion.

4. 9%: Porciento de drea total.




b. MM; Masa molecular. ¢: Mezcla de enantiomeros

‘. FQG; Férmula quimica general.



ANEXO 8
Para los experimentos se realizaron tres colectas del material vegetal en el mismo lugar y

época del afio. Se midieron parametros fisicos y bioldgicos para realizar el control del

aceite esencial.

Parametros Muestras de cada colecta
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Color Amarillo Amarillo Amarillo
Densidad (g/mL) 0,8893 0,8867 0,8830
Pico maximo en espectro A=290 £+ 2 nm A=292+ 1 nm A=291 £+ 2 nm

UV-Vis

Absorbancia en el pico
maximo en espectro UV-Vis

A=0,766 + 0,004

A=0,770 + 0,003

A=0,770 + 0,005

indice de Retencion 0,58 +£0,02 0,60 £ 0,04 0,60 + 0,02
Clso (ug/mL) frente a 3,7+0,6 33+£04 34+0,5
promastigotes

Clso (ug/mL) frente a 58,2 £0,05 58,2+ 0,08 59,1 £0,08

macrofagos
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