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RESUMEN

Las leishmaniasis cutanea y muco-cutanea registradas en el Ecuador son
causadas por protozoarios del género Leishmania, parasito que es endémico
en nuestro pais. El tratamiento actual de la leishmaniasis consiste en la
administracién intramuscular de antimoniatos pentavalentes como el
Glucantime®. Este tratamiento presenta complicaciones debido a su dificultad
de administracion, falta de adherencia y generacién de resistencia a los
antimoniatos. Varios estudios sobre la accion citotéxica de compuestos
naturales demusstran su actividad leishmanicida in vitro, incluyendo a los
alcaloides. El objetivo de esta investigacion fue analizar la accién citotéxica de
la lupanina, alcaloide quinolizidinico purificado de Lupinus mutabilis Sweet,
chocho andino, en cultivos in vitro de Leishmania mexicana resistente al
Glucantime®. El extracto de lupanina se obtuvo de L. mutabilis Sweet por
cromatografia en capa fina. Este extracto de alcaloide se utilizd para tratar
cultivos de L. mexicana y a las lineas celulares HUVEC (células endoteliales
humanas de la vena umbilical} y macréfagos RAW 264.7. La viabilidad tanto del
parasito como de las células eucariotas se analizé por colorimetria con MTT
(Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5- difeniltetrazol). La carga parasitaria
en macréfagos infectados con promastigotes de L. mexicana fue medida por
citometria de flujo y gPCR. Finalmente, se evalud la produccién de radicales
libres de oxigeno en cultivos tratados con lupanina. El tratamiento de L.
mexicana con concentraciones decrecientes de lupanina demostré actividad
leishmanicida y se determind un valor de ICsy de 0.24 mg/ml +£0.032 para
promastigotes y 0.78 mg/ml +0.049 para amastigotes axénicos. El tratamiento
de macréfagos infectados con L. mexicana con lupanina disminuyd
significativamente la carga parasitaria (p < 0.5). El efecto leishmanicida de la
lupanina podria deberse a la inhibicién en la produccién de radicales libres de
oxigeno (ROS) que produjo el tratamiento del alcaloide en cultivos de
promastigotes de L. mexicana. Estos datos sugieren que la lupanina tiene
efecto leishmanicida y su uso podria contribuir al control de la leishmaniasis.
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ABSTRACT

Cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis registered in Ecuador is caused
by Leishmania sp. protozoa, an endemic parasite. Current treatments against
leishmaniasis consist mainly on pentavalent antimonites (SbV) such as
Glucantime®. These treatments present complications like difficult administer,
lack of effectiveness and resistance of the parasite. Several studies about
cytotoxic activity of natural compounds have shown leishmanicidal in vitro
activity, such as alkaloids. The main objective of this research was to analyze
the cytotoxic activity of lupanina extract, a quinolizidine alkaloid isolated from
Lupinus mutabilis Sweet, an Ecuadorian bean, on in vitro cultures of
Leishmania mexicana, one of the species that causes leishmaniasis in Ecuador.
Lupanine was purified from L. mutabilis Sweet by thin layer chromatography.
This alkaloid was used to analyze it effect on L. mexicana cell cultures resistant
to Glucantime®, HUVEC (Human umbilical vein endothelial cell) and RAW
264.7 cells. Cell viability was measured with a colorimetric assay, MTT 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide. Parasite load in
macrophages infected with L. mexicana promastigotes was measured by flow
cytometry and qPCR. Finally, production of reactive oxygen species (ROS) was
evaluated on L. mexicana cultures exposed to lupanina. Treatment of L.
mexicana with this alkaloid showed leishmanicidal activity with 1Csp values of
0.24 mg/ml +0.032 for promastigotes and 0.78 mg/ml +0.049 for axenic
amastigotes. Treatment of infected macrophages decreased the parasite load
significantly (p < 0.5). Leishmanicidal effect of lupanine could rely on the fact
that ROS production decrease on promastigotes cultures exposed to the
alkaloid. All the data presented on this research suggests that lupanine has a
leishmanicidal activity and its use could be useful to the treatment of
leishmaniasis.
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Introduccién

Antecedentes

La leishmaniasis es una enfermedad tropical parasitaria de preocupacién
mundial, generada por protozoos del género Leishmania. En el continente
americano, la leishmaniasis presenta una prevalencia e incidencia variable que
dependen de factores extrinsecos como cambio climatico, malnutricién del
hospedador y tratamientos ante esta parasitosis (Alvar, J., Velez, I. D., Bern,
C., Herrero, M., Desjeux, P., Cano, J., 2012, pp. 1-2).

La leishmaniasis presenta distintas manifestaciones: |leishmaniasis cutanea,
leishmaniasis mucocutanea y leishmaniasis visceral. En el Ecuador, se ha
diagnosticado la forma cutanea y mucocutanea, causadas, en su mayoria, por
las especies: Leishmania mexicana, Leishmania braziliensis, Leishmania
panamensis, Leishmania guyanensis y Leishmania amazonensis (OMS, 2010,
p. 68). Este parasito es un organismo con ciclo biolgico digénico, con una fase
promastigote que se encuentra en el insecto vector (género Phlebotomus en el
Viejo Mundo o Luztomyia en el Nuevo Mundo) y una fase amastigote, que se
diferencia y multiplica en el fagolisosoma del macréfago (célula blanco del
parasito) del hospedador. La capacidad de supervivencia y resistencia de este
parasito, ademas de su infeccién exitosa, depende de la interaccion huésped-
Leishmania sp. (Kaye, P., y Scott, P., 2011, pp. 605-606).

El tfratamiento comun para leishmaniasis, y el que se utiliza en el Ecuador es la
administracion de compuestos antimoniales como el Glucantime® vy
Pentostam®. Lastimosamente, estos medicamentos son de uso limitado para la
poblacién debido a su elevado costo, dificultad de administracién, efectos
toxicos secundarios y generacion de resistencia por parte del parasito, lo que
resta éxito a este tratamiento leishmanicida (Mishra, B., Kale, R. R., Singh, R.
K., v Tiwari, V. K., 2009, pp. 82-83). La resistencia desarrollada por los
parasitos causantes de la leishmaniasis, es de caracter alarmante y se sabe
que es generada por distintos mecanismos de defensa, tales como cambios en



proteinas transportadoras especificas como la glicoproteina P (Pgp), que
impide el ingreso del compuesto activo a la célula, generando la pérdida de
habilidad del hospedero a dar una respuesta positiva al medicamento y
resistencia relacionada con la capacidad exclusiva del parasito a rechazar un
tratamiento quimico inicial. En primera instancia, el microorganismo es sensible
al tratamiento pero después de su sobreexposicion a éste, el parasito adquiere
resistencia maltiple ( Osorio, E., Robledo, S., Arango, G., y Muskus, C., 2005,
pp. 244-245).

Debido a las limitantes de estos tratamientos convencionales, existe la
necesidad de establecer terapias con mejores resultados que superen a los ya
conocidos. Los productos naturales han retomado interés dentro del marco
cientifico de investigacién sobre posibles nuevos tratamientos médicos contra
distintas parasitosis y se han establecido distintas soluciones utilizando
compuestos biologicos. Estos compuestos son conocidos por su biotoxicidad y
entre ellos se encuentran los alcaloides. Se ha demostrado la actividad téxica
de los alcaloides contra parasitos infecciosos como la Leishmania spp,
Trypanosoma brucei y Trypanosoma cruzi (Merschjohann, K., Sporer, F.,
Steverding, D., y Wink, M., 2001, p. 625). Se conoce que los alcaloides de tipo
quinolizidinico, como la lupanina, son metabolitos secundarios, caracteristicos
de la familia Fabaceae a la que pertenece el género Lupinus (Montes, E.,
Corona, M., Corona, A., Cantor del Angel, J., Sanchez, J., Sporer, F.,
Bermudez, K., 2011, p. 826). La lupanina del chocho andino Lupinus mutabilis
Sweet, leguminosa andina, es anti nutritiva, toxica y juega un rol importante al
combatir microorganismos (Villacrés, E., Peralta, J., Cuadrado, L., Revelo, J.,
Abdo, S., y Aldaz, R., 2009, pp. 8-9).

Para demostrar la actividad leishmanicida de los alcaloides de Lupinus
mutabilis Sweet, es necesario realizar ensayos preliminares en modelos que
funcionen como bioindicadores de toxicidad y actividad antiparasitaria. Los
modelos, mencionados en la literatura, conocidos como los mas favorables en
ensayos de citotoxicidad son las lineas celulares: macréfagos RAW 264.7 y
HUVEC. A través del manejo de estos cultivos se puede establecer



experimentos de laboratorio que incluyan el planteamiento de un ensayo
toxicolégico.

Hipoétesis

El alcaloide lupanina extraido del chocho andino, Lupinus mutabilis Sweet,
presenta actividad leishmanicida sobre cultivos in vitro de Leishmania
mexicana, una de las especies causantes de leishmaniasis cutdnea y
mucocutanea en el Ecuador.

Alcance

A través de este trabajo, se pretendié probar la actividad |eishmanicida de
la lupanina, del chocho andino Lupinus mutabilis Sweet en cultivos in vitro de
Leishmania mexicana. Esta investigacion se llevé a cabo bajo condiciones
controladas en el laboratorio del Centro de Investigaciéon Traslacional (CIT) de
la Universidad de las Américas (UDLA) en Quito-Ecuador. A traves de los
resultados obtenidos en esta investigacién se establecié una base para el
estudio de la lupanina como posible tratamiento contra la leishmaniasis.

Al realizar esta investigacion fue necesaria la revisién de catedras como
Bioquimica, Biologia Celular, Biologia Molecular, Estadistica, Genética de
Microorganismos y Biotecnologia Vegetal. Sin duda, la aplicacién y practica
de estas materias ayudaron a cumplir con el objetivo principal del proyecto.

Justificacién

Debido a la poca atencién médica e histérica brindada a la leishmaniasis en el
Ecuador, la comunidad cientifica se ve obligadaa innovar en alternativas
que combatan de manera eficaz esta enfermedad. Asi mismo, como
consecuencia de Ilas limitaciones que presentan los tratamientos
convencionales ya conocidos, se plantea a través de esta investigacion y por



primera vez, el uso del alcaloide lupanina de Lupinus mutabilis Sweet, producto
natural destacado por su toxicidad ante microorganismos, en la comprobacion
de su efecto citotdxico sobre cultivos in vitro de Leishmania mexicana.

El facil acceso al “chocho andino” en el Ecuador, aumenta ain mas la
demanda, necesidad y beneficios que conllevarian esta investigacion sobre
analisis de toxicidad de sus elementos, como la lupanina, y la comprobacién
de su actividad leishmanicida. De esta manera, se podria generar produccién
comercial de una posible cura natural que provenga de este grano leguminoso
tan comun en la regién andina.

Objetivos

Objetivo General

Evaluar la actividad leishmanicida del alcaloide quinolizidinico lupanina del
chocho andino ecuatoriano, Lupinus mutabilis Sweet, sobre cultivos in vitro de
Leishmania mexicana.

Objetivos Especificos

| Determinar la concentracion inhibitoria al 50% (ICsp) de la lupanina de
Lupinus mutabilis Sweet en cultivos in vitro de Leishmania mexicana.

I Evaluar el efecto citotéxico de la Ilupanina de Lupinus mutabilis
Sweet en lineas celulares RAW 264.7 y HUVEC.

Il Comparar la carga parasitaria de macréfagos infectados antes y después

de aplicacién de la lupanina, a través de citometria de flujo y gPCR.



Capitulo |

1. Marco Teorico

1.1.Leishmaniasis

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria tropical y descuidada que se
presenta como un conjunto de manifestaciones clinicas entre laceraciones
cutaneas que generan desfiguraciones graves hasta afectaciones viscerales
mortales. La organizacidon mundial de la salud (OMS) la ha declarado como
parasitosis emergente olvidada y estima que existen alrededor de 1,3 millones
de nuevos casos de infeccién por leishmaniasis cada afio (OMS, 2014, p.1).

Esta enfermedad es una parasitosis olvidada y no atendida porque a pesar de
su significante mortalidad (aproximadamente 40.000 muertes al afio) no existe
un esfuerzo trascendental a nivel global por invertir en investigacion de posibles
curas y desarrollo de terapias que mejoren la calidad de vida de los pacientes
(Salam, N., Al-Shagha, W. M., y Azzi, A., 2014, p. 1). La leishmaniasis es
atendida en menor grado por la comunidad cientifica que la malaria, la
infeccion por VIH y la tuberculosis, a pesar de que ésta parasitosis ocupa el
segundo lugar en mortalidad de pacientes después de la malaria, y cuarto lugar
en morbilidad entre las infecciones tropicales {(Kedzierski, L., 2011, p. 1204). La
leishmaniasis es endémica en 98 paises de los cuales 72 son naciones en vias
de desarrollo (Rice, S., y Patrick, S., 2008, p. 41) como el Ecuador (Figura 1)
(OMS, 2014, p. 1).

Esta parasitosis es transmitida por picaduras de hembras infectadas de
vectores del género Lutzomya (Nuevo mundo) o Phlebotomus (Viejo mundo). A
nivel mundial, existen alrededor de 12 millones de personas infectadas con
leishmaniasis por lo que es considerada como un problema de salud publica
(Mishra, B. et al, 2009, p. 82).



Figura 1. Casos endémicos de leishmaniasis a nivel mundial
Tomado de OMS, 2013, p. 1.

a) Casos endémicos al 2013 (color rojo), casos reportados previamente (color rosado), ningun

caso reportado (color celeste).

La mayoria de casos de leishmaniasis son de tipo zoonético, es decir, el
reservorio es un animal y se presenta exclusivamente en zonas rurales, pero
también se la puede encontrar en zonas urbanas de forma antropondtica,
siendo el reservorio un ser humano. Debido a que la mayor cantidad de casos
se presentan en zonas rurales y a veces remotas, es dificil estimar de manera
exacta su incidencia y prevalencia, considerando que también existen casos
que no llegan a ser reportados ni diagnosticados y también en algunos
pacientes se presenta naturaleza asintomatica (Alvar, J., 2001, p. 17).

Segun Alvar (2001, p. 17} el incremento de la prevalencia de esta parasitosis
se explica por el movimiento de la poblacién humana hacia zonas selvaticas y
rurales, lo que aumentan su exposicion a vectores y su inclusion en el ciclo
natural del parasito.

La epidemiologia de esta parasitosis depende de varios factores, tanto del
parasito como del hospedero, condiciones ambientales y comportamiento. Las
caracteristicas de cada una de las especies de Leishmania, su ecologia y
metabolismo en combinacion con la nutricion, estilo de vida, exposicion y



entorno de la poblacion infectada son factores principales para una
diseminacion en menor o mayor grado de la leishmaniasis (OMS, 2010, pp. 39-
41).

Los casos reportados indican mayor cantidad de hombres infectados que de
mujeres, esto puede deberse a la exposicidbn mayoritaria de la poblacién
masculina a trabajos de campo al aire libre y sin una proteccién adecuada. Otro
factor que aumenta el riesgo de infeccién es el calentamiento global, las
variaciones drasticas de temperatura, humedad y contaminaciéon que afectan
directamente a la distribucién y carga de la enfermedad (Soares, L., Abad-
Franch, F., y Ferraz, G., 2014, p. 988).

Los brotes de leishmaniasis se deben a un conjunto de causas entre ellas la
pobreza, dificil acceso a centros médicos, tratamientos actuales muy costosos
y dolorosos, migracion humana y urbanizacion acelerada y no planificada.
Todas estas aportan a incrementar la incidencia de esta parasitosis (Salam, N.
et al,, 2014, p. 5-6).

La mayoria de la poblacién infectada forma parte de los grupos mas pobres y
vulnerables de los paises afectados. La prevalencia de la enfermedad, en esta
poblacién, aumenta por un mal estilo de vida, precarias condiciones sanitarias,
personal sanitario inadecuado y migracion poblacional sin control por factores
econémicos. Debido a estas causas, la poblacién presenta inmunidad baja o
nula a la leishmaniasis, lo que aumenta su probabilidad de presentar esta
enfermedad ( Alvar, J., Yactayo, S., y Bern, C., 2006, pp. 553-554).

El movimiento acelerado y sin planificacion de poblaciones rurales hacia zonas
urbanas no permite establecer un programa de sanidad adecuado ni ofrece
condiciones de vivienda de calidad. El ingreso de poblacién humana en estas
zonas rurales o selvaticas incrementa su riesgo de infeccién de leishmaniasis
debido a la falta de proteccion ante los vectores que transmiten esta
enfermedad (Salam, N. et al., 2014, p. 6}.

Los factores mencionados son parte de la realidad de la mayoria de paises, a
nivel mundial, que presentan leishmaniasis como enfermedad endémica. En el



continente americano se considera que los casos registrados de leishmaniasis
son de tipo zoonotico (Alvar, J., 2001, p. 86). En Sudamérica, esta parasitosis
es endémica en todos sus paises a excepcion de Chile y Uruguay (OMS, 2010,
p. 29).

En el Ecuador, el organismo encargado de reportar y controlar esta parasitosis
es el Ministerio de Salud Publica (MSP). El pais presenta casos reportados en
20 de sus 24 provincias, manifestandose la enfermedad en sitios que se
encuentran a nivel del mar hasta zonas a 2700 m.s.n.m. Para el afio 2004, se
determind un cinturén epidemiolégico entre la regién Sierra y su frontera al
occidente con la region Costa, determinando nuevos provincias prevalentes
como Imbabura, Cotopaxi, Pichincha, Cafar y Bolivar (Calvopina, M., Ammijos,
R., y Hashiguchi, Y., 2004, pp. 663-664).

A través de la Direccidn Nacional de Vigilancia Epidemiolégica, parte del MSP,
se presentan gacetas epidemiolégicas que revelan informacién actualizada
sobre brotes y epidemias de distintas enfermedades infecciosas en el Ecuador.
A la semana 38 del 2014 se han reportado un total de 846 casos de
leishmaniasis en el pais. La mayoria de casos estan presentes en la provincia
de Pichincha, seguido de Esmeraldas y Santo Domingo de los Tsachilas. El
rango de edad en el que se presentan la mayoria de casos es en poblaciones
entre 20 a 49 afios en su mayoria hombres, es decir, los adultos jovenes estan
mas susceptibles a contraer leishmaniasis que nifios 0 adultos mayores (MSP,
2014, p. 17).

Comparando los casos del presente afio con los del 2013 (Fig. 2), se puede
observar que a la semana 38, los casos registrados de leishmaniasis
aumentaron entre el pasado y presente afio. Como resultado se puede decir
que la tendencia podria seguir incrementando, dependiendo de los factores
mencionados anteriormente.
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Figura 2. Tendencia epidemiolégica de leishmaniasis en el Ecuador
Tomado de MSP, 2014, p. 17.

ja) Casos reportados a partir de la semana 10 de cada afio, se observa que las semanas con
mayor nimero de casos son la 13 y 34. Comparando con el afio pasado, en la semana 38

se presentan mas casos en el 2014.

1.1.1. Agente causal

El parasito que causa la leishmaniasis es un protozoo perteneciente al género
Leishmania. Este parasito pertenece al orden Kinetoplastida, del cual también
son parte los tripanosomas de la familia Trypanosomatidae. Ambos parasitos
comparten caracteristicas morfolégicas y han sido utilizados para anélisis y
evaluaciéon de tratamientos alternativos contra las parasitosis generadas por
estos protozoos (Merschjohann, K. et al., 2001, p. 623).

1.1.1.1. Clasificacion Taxonomica

El parasito que causa la leishmaniasis pertenece al Reino Protista, Subreino
Protozoa, Orden Kinetoplastida, Suborden Trypanosomatina, Familia
Trypanosomatidae y Género Leishmania. Entre las especies de este género no
existen diferencias morfolégicas pero taxonémicamente se pueden diferenciar
por su manifestacion clinica en el hospedero vertebrado. De igual forma, se ha
podido establecer una clasificacién taxonémica de estos protozoos a través de
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caracterizacion fenotipica de enzimas y anticuerpos, y genotipicas mediante
analisis de fragmentos de DNA y amplificacion de genoma. {Alvar, J., 2001, p.
35).

La Organizacion Mundial de la Salud, mediante su informe sobre control de las
leishmaniasis (2010, p. 20) determind la existencia de 16 especies registradas
y reportadas que causan leishmaniasis, tanto en el Viejo Mundo como en las
Américas (Nuevo Mundo) (Tabla 1).

Las especies de Leishmania, descritas por la OMS, que generan
manifestaciones clinicas de esta parasitosis en el Ecuador son las siguientes:
Leishmania mexicana, Leishmania braziliensis, Leishmania panamensis,
Leishmania guyanensis, Leishmania amazonensis.

Tabla 1. Clasificacion de especies de Leishmania sp.

Género Leishmania
Subgénero L. (Leishmania) L (Viannia)
Especie
Viejo Mundo L. donovani
L. infantum
L. major
L. tropica
L. aethiopica
Nuevo Mundo L. infantum L. braziliensis
L. mexicana L. guyanensis
L. venezuelensis L. panamensis
L. amazonensis L. shawi
L. naiffi
L. lainsoni
L. lindenbergi
L. peruviana

Nota: Especies del género Leishmania que generan manifestaciones clinicas de la enfermedad,
en el Vigjo Mundo y Nuevo Mundo.
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1.1.1.2. Ciclo Biolégico

El ciclo biol6gico del parasito Leishmania sp. es digénico porque presenta dos
fases de desarrollo: promastigote, forma flagelada (Fig. 3) que se ubica en el
tubo digestivo del vector, y fase amastigote la forma aflagelada, inmoévil e
infectiva (Fig-3) que se fagocita dentro de las células blanco del hospedero
(macréfagos) (Teixeira, D. E., Benchimol, M., Rodrigues, J. C., Crepaldi, P. H.,
Pimenta, P. F., y de Souza, W., 2013, pp. 1-2).

El promastigote es la fase que sobrevive en el tracto digestivo del vector a una
temperatura entre 25-27 °C y pH 7, mide alrededor de 10 um. En el hospedero
vertebrado, dentro de las celulas blanco del parasito (macréfagos), el
amastigote se desarrolla a temperatura de 37°C y pH 4-6 (Campos, J., 2008, p.
16).

Segun lo descrito por Alvar, J. (2001, p. 19) el ciclo inicia con un vector
infectado con Leishmania sp. El vector ingiere sangre de un vertebrado
inoculando con su saliva a promastigotes metaciclicos (periodo en el que el
parasito alcanza su capacidad infectiva) que se encuentran en su organismo.
Cuando este parasito entra en contacto con la dermis del hospedero, es
fagocitado por los macréfagos. Durante este proceso, el macréfago intenta
eliminarlo mediante la generacién de metabolitos tédxicos como el éxido nitrico y
radicales libres de oxigeno {(ROS). En ciertos casos, el parasito evade este
sistema de defensa y logra multiplicarse y sobrevivir en forma de amastigote
intracelular.

El avance de la leishmaniasis depende de la respuesta inmune del hospedero y
virulencia del parasito. Si la respuesta inmune es débil y los parasitos logran
superarla, se establece la infeccion en el hospedero, posteriormente los
macréfagos parasitados son ingurgitados por otro vector y en su intestino se
liberan amastigotes axénicos que se convierten en promastigotes. Durante los
primeros 10 dias en el organismo vector, el parasito se multiplica y su flagelo le

permite adherirse al tubo digestivo del mismo (Alvar, J., 2001, p. 19).
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Posteriormente, el promastigote pierde adherencia y deja de multiplicarse
convirtiéndose en promastigote metaciclico, listo para ser inoculado, cerrando

el ciclo (Fig. 4).

@ @ Golgi
Adi . complex Flagellar
cidocalcisome pocket
Elagsiime——e Glycosome \ \ Flagellum
¢ = ve
Megasome w o «
e : g Axoneme
c:ng:?liex Paraf::gel!ar Basal body
Kinetoplast
Flagellar
Nucleus = pocket
Ly Kinetoplast
Acidocalcisome g i Basal body
L‘i Mitochondria
Multivesicular 7! Endoplasmic
tubule ¥ reticulum ;
Lipid inclusions Er:::zﬂ::c
% Mitochondria Lipid
i ; Nucleus
o Glycosome o inclusions
Figura 3. Estructura de las formas biol6gicas de Leishmania sp.
Adaptado de Teixeira, D. E. st al, 2013, p. 2.
@) Representaciones estructurales en 3D de cada forma biolégica del parasito y sus
organulos. B} forma flagelada o promastigote; C) forma inmévil o amastigote.
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1.1.1.3. Caracteristicas bioquimicas del parasito

Los parasitos pertenecientes al orden Kinetoplastida tienen caracteristicas
celulares que los diferencian de otros organismos. Son haploides y presentan
un Kinetoplasto, organulo donde se concentra el DNA (kDNA) de su Unica
mitocondria. Este DNA se presenta como una red, conformada por maxicirculos
y minicirculos que representan el 10 a 15% del total de DNA del parasito
(Jackson, A. P., 2014, p. 8).

El genoma de Leishmania sp. se caracteriza y diferencia de otros eucariotes
porque contiene secuencias muy poco repetidas (< 10%) y también se destaca
por su plasticidad. Debido a esto, se explica la gran cantidad de procesos de
amplificacién génica que se presentan al momento de ser expuestos a un
farmaco. La kDNA-heterogeneidad entre especies de Leishmania sp. explica la
diferencia de comportamiento entre cada una vy, por lo tanto, su distincién en
cada manifestacién clinica de la leishmaniasis (Myler, P. J., y Fasel, N., 2008,
pp. 20-23).

1.1.2. Manifestaciones Clinicas

La leishmaniasis tiene varias manifestaciones clinicas, seguin la especie de
parasito que infecte al hospedero y por su entorno. Entre las manifestaciones
clinicas mas prevalentes a nivel mundial se encuentran, leishmaniasis cutanea
(LC), leishmaniasis mucocutanea (LMC) y leishmaniasis visceral (LV) (OMS,
2010, p. 7).

1.1.21. Leishmaniasis cutanea

Esta forma clinica de la enfermedad es causada por los subgéneros
Leishmania y Viannia. Los efectos de la leishmaniasis cutanea son lesiones
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dérmicas que no se ubican en un sitio especifico sino en todo el cuerpo. Su
punto de origen es el sitio de inoculacién, generandose la herida que a
continuacién sera una ulcera, extendiéndose hasta formar una lesién nodular
(OMS, 2010, pp. 10-11). Una de las caracteristicas de esta forma clinica es que
tiende a cronificarse y a ser muy agresiva (Fig. 5) (Alvar, J., 2001, p. 86).

Existen dos formas de leishmaniasis cutanea, la localizada (LCL) y difusa
(LCD). La diferencia entre ellas radica en que en la LCL presenta una o muy
pocas lesiones, casi siempre son Ulceras mientras que la LCD genera varias
lesiones entre papulas y nédulos (Zegarra-Del-Carpio, R., y Sanchez-Saldafia,
L., 2005, p. 60).

Las lesiones no aparecen inmediatamente después de la infeccién y pueden
tardarse entre semanas hasta afios. La LC causada por L. infantum, L.
mexicana, L. braziliensis, L. panamensis, L. peruviana, L. guyanensis, L.
amazonensis se observa en las Américas y es la forma clinica con mayor
prevalencia en el Ecuador (Calvopina, M. et al., 2004, p. 665).

Figura 5. Lesion generada por leishmaniasis cutanea.

|} Herida ubicada en la parte superior del codo, paciente del cantén Pedro Vicente
Maldonado-Pichincha.
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1.1.2.2. Leishmaniasis mucocutanea

Esta forma cllnica también se presenta en el Ecuador y se caracteriza por
lesiones en las mucosas, que se presentan después de meses o afos de la
generacion de una lesion cutdnea. Los parasitos invaden, por via linfatica, las
mucosas del hospedero y las lesiones se presentan como nddulos que
evolucionan hasta convertirse en Ulceras que pueden llegar a perforar el
tabique nasal, deformando la nariz. También se puede generar lesiones en la
mucosa bucal (Fig. 8) que llegan a destruir la tvula del hospedero (Rama, S.,
2005, p. 15).

La leishmaniasis mucocutanea (LMC) avanzada es una enfermedad destructiva
y desfigura el area infectada, esto se debe a que la infeccién nasal puede
presentar sepsis y destruccion, en la laringe la LMC puede provocar asfixia,
sofocamiento y ronquera (Lawn, S., Whetham, J., Chiodini, P., Kanagalingam,
J., Watson, J., Behrens, R. y Lockwood, D., 2004, p. 782).

Flgura 6. Leslon generada por lelshmanlasls mucocuténea.

Tomado de Lawn, S., et al., 2004, p. 785.

la) Lesion en |a faringe en paciente con LMC.
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1.1.2.3. Leishmaniasis visceral

Esta forma clinica (LV}, es conocida como la leishmaniasis mortal e inicia como
una lesién primaria en el area de infecciébn que sigue con un periodo de
incubacién que varia segun la especie del parasito. Los sintomas pueden ser
muy severos y aparecen de forma rapida o insidiosa, confundiéndose con
ataques de malaria. El sintoma mas importante es la hinchazén abdominal y
esplenomegalia que ayudan a determinar que se trata de LV, la pérdida de
pelo, leucopenia y anemia también forman parte de sus sintomas (Rama, S.,
2005, pp. 15-16).

Al 2009, se reportaron casos de esta forma clinica en paises de Sudamérica
como Bolivia, Argentina, Brasil, Colombia, Paraguay y Venezuela por las
especies L. infantum y L. donovani. En el Ecuador no se han reportado ni
registrado casos de leishmaniasis visceral (OMS, 2010, pp. 108-112).

1.1.3. Tratamientos

1.1.3.1. Tratamientos convencionales

A partir de 1924, el tratamiento contra la leishmaniasis se basa en moléculas
de antimonio pentavalente (SbV) como Glucantime®, Pentamidina®,
Pentostam®, formulaciones de Anfotericina B® y en casos mas recientes se
registra el uso de Miltefosina®. (Ait-Oudhia, K., Gazanion, E., Vergnes, B.,
Oury, B., y Sereno, D., 2011, p. 1225).

La falta de eficacia de estos tratamientos radica en la resistencia adquirida por
los parasitos debido a su exposicion demasiado prolongada a un mismo tipo de
medicamento. Ait-Oudhia, K., et al., (2011, p. 1226) menciona que también
existen factores asociados al hospedero, a la droga misma y mala practica
médica, que convierten al tratamiento pentavalente en poco eficaz.
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Es necesario entender que el antimonio trivalente (Sblll) es la forma activa del
antimonio pentavalente (SbV). Es decir, el Sblll es la forma leishmanicida de la
droga, el cual sufre una bioconversién a partir de SbV, en el organismo
hospedero o el mismo parasito (Denton, H., McGregor, J. C., y Coombs, G. H.,
2004, p. 407).

La exposicion del parasito Leishmania sp. a Sblll conlleva a varias respuestas
como la acumulaciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS), alteracién del
potencial redox y ruta metabélica del tiol, y pérdida de defensa antioxidante
(Ait-Oudhia, K. et al., 2011, p. 1226). El resultado que los antimonios
pentavalentes reflejan dependen de la susceptibilidad del parasito a la droga y
a otras moléculas leishmanicidas generados por los macréfagos del organismo
huésped (Carter, K. C., Hutchison, S., Henriquez, F. L., Legare, D., Ouellette,
M., Roberts, C. W., y Mullen, A. B., 20086, p. 89).

La Anfotericina B®, se utiliza para tratar la LV y presenta efectos secundarios
como fiebre, escalofrios y trombosis. La Miltefosina®, es la primera droga de
ingesta oral contra la LV y LC, entre sus efectos secundarios presenta
alteracién del tracto gastrointestinal y elevacién de enzimas hepaticas. Al
hablar de la Pentamidina®, se menciona que es el tratamiento de primera linea
utilizado para tratar LC y LV pero uno de sus efectos secundarios mas graves
es el inicio de diabetes de tipo insulino-dependiente. Al hablar de Glucantime®,
es la droga de primera linea utilizada en el Ecuador para tratar la LC y LMC, se
aplica por via intradérmica en dosis diarias durante 20 dias. Sus efectos
secundarios son molestia en los sitios de inyeccién, dolores articulares,
mialgias y alteraciones electrocardiograficas (Hussain, H., Al-Harrasi, A., Al-
Rawahi, A., Green, |. R,, y Gibbons, S., 2013, pp. D-E).

Debido a todas las limitantes que presentan los tratamientos convencionales
usados contra leishmaniasis se ha iniciado la busqueda de nuevos tratamientos
provenientes de fuentes naturales.
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1.1.3.2. Nuevos tratamientos

La busqueda de tratamientos alternativos a la leishmaniasis nace debido a la
reducida eficacia de los tratamientos convencionales utilizados a nivel mundial.
Se ha iniciado la investigacién de varios compuestos, de origen natural, para el
tratamiento de un amplio rango de enfermedades infecciosas. Como resultado
de estas investigaciones, se conoce que algunos metabolitos secundarios son
los que muestran capacidad de contrarrestar el avance de estas enfermedades.

En el caso de la leishmaniasis, la literatura indica que existen varios productos
naturales con efecto leishmanicida, siendo los alcaloides los mas efectivos
(Mishra, B. et al., 2009, pp. 83-84).

A pesar de gque se ha comprobado una mayor efectividad de los alcaloides, se
ha estudiado la naturaleza anti-parasitaria de derivados fendlicos, terpenos,
quinonas, péptidos y derivados etandlicos de plantas utilizadas
tradicionalmente para curar leishmaniasis. De igual manera, se ha generado
compuestos sintéticos derivados de curcuma, quinolina, entre otros. Todos los
compuestos antes mencionados son utiles al momento de analizar su accion
leishmanicida, ya que cada uno tiene diferente ruta de accién y presentan
resultados interesantes al ser comparados con el efecto de los tratamientos
convencionales (Hussain, H. et al., 2013, pp. L-AQ). Cabe recalcar que todos
los nuevos tratamientos han side unicamente probados experimentalmente a
nivel de laboratorio.

1.2. Lupinus mutabilis Sweet

Teniendo en cuenta las propiedades de las plantas y su utilidad como
tratamientos con efectos anti parasitarios, se ha iniciado la investigacion de las
propiedades de Lupinus mutabilis Sweet, planta endémica de la regién andina
que es de facil acceso y tiene miiltiples usos.
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1.2.1. Propiedades generales

La leguminosa, Lupinus mutabilis Sweet (Fabaceae), es cominmente conocida
en el Ecuador como chocho. Es una planta tradicional de los Andes, su grano
es de gran importancia en la dieta diaria de los ecuatorianos y su siembra se da
en zonas sobre los 2000 m.s.n.m. El cultivo del chocho se da a lo largo de la
cordillera andina, siendo tradicional también en Perd y Bolivia donde
comianmente se lo denomina tarwi (Aldaz, R., 2009, p. 4).

El cultivo de L. mutabilis Sweet debe darse en zonas secas, es muy sensible a
heladas durante el proceso de racimo y madurez y es medianamente
susceptible a la sequia en periodos de floracidn. Las caracteristicas que
ayudan a reconocer una planta de chocho (Fig. 7) son sus hojas de forma
digitada de color amarillo verdoso a verde oscuro; su altura varia entre 0,5-2 m
y su tallo es lefioso por lo que es muy utilizado para procesos de combustién.
Posee vainas en donde alberga las semillas que tienen un recubrimiento téxico
conformado en su mayoria por alcaloides. Por ultimo, sus flores tienen una
coloracién entre azul intenso y morado que es muy variable y por esta razon se
la denomina mutabilis (cambiante) (Rodriguez, A., 2009, pp. 11-15).
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Figura 7. Lupinus mutabilis
[Tomado de Rodriguez, A., 2009, p. 10.
la} flores y tallo

b} semilla del chocho de gran uso en la gastronomia andina.

1.2.2. Taxonomia

La division taxonomica del género Lupinus se ha dividide por especies
presentes en el Viejo y Nuevo Mundo. Al hablar de la presencia del este género
en el Nuevo Mundo, su taxonomia se presenta de la siguiente manera (Wolko,
B., Clements, J., Naganowska, B., Nelson, M., y Yang, H., 2011, p. 160):

- Tronco: Cormofitas

- Clase: Dicotiledénea

- Orden: Rosales

- Familia: Leguminosa

- Sub familia: Papilionaceas
- Género: Lupinus
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- Especie: mutabilis
- Nombre cientifico: Lupinus mutabilis Sweet

1.2.3. Composicién

“El grano del chocho ecuatoriano esta compuesto aproximadamente por 35.5%
de proteinas, 16.9% de aceites, 35.77% de carbohidratos y 7.65% de fibra
cruda.” (Aldaz, R., 2009, p. 27).

También existen reportes que indican la presencia de vitaminas, lipidos, acidos
grasos, minerales y ciertos aminoacidos como la leucina, arginina y acido
glutamico en mayor cantidad. El conjunto de estos compuestos otorgan un gran
contenido nutritivo al grano de L. mutabilis Sweet (Rodriguez, A., 2009, pp. 17-
20).

1.231. Compuestos anti nutricionales

Como es caracteristico en las leguminosas, el grano de Lupinus mutabilis
Sweet no solo tiene una alto valor nutritivo sino también estd compuesto por
sustancias anti nutricionales. Debido a esto, no es posible la ingesta directa del
chocho, por lo que, previo a su uso alimenticio, se lo debe lavar y cocer. Los
compuestos anti nutritivos que se eliminan en estos procesos son,
principalmente (Rodriguez, A., 2009, p. 20):

- Hemaglutininas

- Glucosidos

- Inhibidores de proteasas
- Alcaloides

Los alcaloides son el principal compuesto anti nutritivo, brindando toxicidad y
sabor amargo al grano. Estos compuestos son metabolitos secundarios que
funcionan como defensa natural de la planta contra herbivoros como las
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abejas, nematodos, roedores, y ganado vacuno. También presenta
propiedades antivirales, antibacterianas y antiflingicas (Wolko, B. et al., 2011,
p. 161).

Refiriéndose a estudios anteriores realizados por Sweetingham, M. y
colaboradores (2006, p. 2) se sabe que la ruta biosintética de los alcaloides
inicia con la lisina, la cual se convierte en cadaverina que luego producira,
principalmente, dos moléculas tetraciclicas: lupanina y esparteina.

La lupanina es la molécula anti nutricional mas abundante presente en L.
mutabilis Sweet y es un alcaloide de tipo quinolizidinico. La lupanina
corresponde al 2,5% de composicion en el grano crudo y 11,5% en el extracto
purificado de alcaloides (Villacrés, E. et al., 2009, pp. 7-8).

1.2.3.2. Alcaloides quinolizidinicos (AQ)

Los alcaloides de esta naturaleza quimica son derivados de la cadaverina, y
estan ampliamente distribuidos enfre las leguminosas. Algunos alcaloides
quinolizidinicos (AQ) presentan propiedades farmacéuticas beneficiosas de tipo
citotéxico, antibacteriano, antiviral y oxitécico. Estructuralmente, estos
alcaloides poseen un anillo quinolizidinico y se dividen en: biciclicos, triciclicos
y tetra ciclicos como la lupanina (Bunsupa, S., Saito, K., y Yamazaki, M., 2013,
pp. 263-265).

Al hablar del género Lupinus, se ha determinado que los AQ son producto de
biosintesis y reserva de la planta. Los alcaloides ciclicos (lupanina), sufren
modificaciones por esterificacién, hidroxilacién y glicosilacién, lo que da lugar a
una variedad de alcaloides. De la esterificacion se genera la 3-i-
hidroxilupanina y 13-hidroxilupanina, alcaloides pertenecientes también a L.
mutabilis Sweet pero que se encuentran en cantidades minimas (Ohmiya, S.,
2007, p. 1560).
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La biosintesis de los alcaloides quinolizidinicos ocurre generalmente en las
zonas verdes de la planta, donde se acumulan las enzimas que dan lugar a
procesos de formacion de la lisina, cadaverina y lupanina. Los AQ se acumulan
en los érganos reproductivos de la planta, la mayor concentracion que puede
alcanzar un alcaloide en la semilla es del 5% de su peso seco (Bunsupa, S. et
al., 2013, pp. 273-274). A pesar de conocer a detalle la biosintesis de los AQ,
muy poco se sabe sobre sus mecanismos moleculares, metabolémica y
transcriptémica.

1.3.Lupanina

1.3.1. Caracteristicas

La lupanina es un alcaloide quinolizidinico presente en el chocho L. mutabilis
Sweet, su formula quimica es CisH24N20 (Fig. 8) y su peso molecular de
248,36 g/mol. Este alcaloide es el mas abundante dentro de las especies del
género Lupinus, es soluble en agua, alcohol y éter (Wolko, B. et al., 2011, p.
162).

La estructura de este alcaloide le confiere versatilidad y le permite ser materia
prima de la semisintesis de otros alcaloides (Carmali, S., Alves, V., Coelhoso,
l., Ferreira, L., y Lourenco, A., 2010, p. 38).

Se ha descrito que la lupanina actia como reductor de la presion arterial e
hiperglicemia (Lopez, P., de la Mora, P. G., Wysocka, W., Maiztegui, B.,
Alzugaray, M. E., Del Zotto, H., y Borelli, M. 1., 2004, p. 140). Al ser defensa de
la planta ante predadores, su actividad biolégica ha sido analizada y
comprobada sobre distintos organismos como: bacterias, nematodos y hongos
(Aldaz, R., 2009, p. 108; Villacrés, E. et al., 2009, pp. 11-15), demostrando que
los alcaloides de L. mutabilis Sweet tienen accién bactericida contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli; actividad contra los hongos
Mycrosporum canis, Trichophyton robru; y actividad nematicida contra
Meloidoyne incognita (Villacrés, E. et al., 2009, p. 11-17).
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Debido a estos antecedentes, es importante analizar el efecto de este alcaloide
quinolizidinico sobre parasitos causantes de la leishmaniasis en el Ecuador,
Leishmania mexicana.

Figura 8. Estructura quimica de la lupanina.

Tomado de Bunsupa, S., et al, 2013, p. 265.

Ia) Alcaloide tetra ciclico que posee un nicleo quinolizidinico con un grupo amida (lactama).




26

Capitulo Il

2. Metodologia

2.1. Cultivo de las lineas celulares RAW 264.7 y células endoteliales
humanas de la vena umbilical (HUVEC)

Las lineas celulares RAW 264.7 y HUVEC se obtuvieron del laboratorio del Dr.
llva Raskin de la Universidad de Rutgers- USA, y se mantuvieron enel CIT-
UDLA.

2.1.1. Cultivo de macréfagos murinos RAW 264.7

Siguiendo lo descrito por Wetzel, D., McMahon-Pratt, D., y Koleske, A. (2012,
pp- 3176) se sembro la linea celular RAW 264.7 (Ma), que corresponde a
macrofagos de ratén realizando modificaciones en el medio de cultivo con
RPMI-1640 (Gibco®, Invitrogen USA) suplementado con 10% de FBS
inactivado (Fetal Bovine Serum; Gibco®, Invitrogen USA) y 1% de antibidtico
Penicilina/Estreptomicina (Gibco®, Invitrogen USA). Los macréfagos se
sembraron en placas de cultivo celular de 96 y 6 pocillos (CELLSTAR, Greiner
Bio—one) dependiendo del ensayo y se incubaron durante 24h a 37°C, 5% de
CO; y 90% de humedad relativa (Thermo Scientific, REVCO). Esta cepa es
mantenida en el Centro de Investigacién Traslacional (CIT) de la Universidad
de las Américas.

2.1.2. Cultivo de células endoteliales humanas de la vena umbilical
HUVEC

La linea celular HUVEC corresponde a células endoteliales humanas de la
vena umbilical. Estas células se cultivaron en placas de cultivo celular de 96
pocillos (CELLSTAR, Greiner Bio—one), en medic DMEM (Dulbecco's Modified
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Eagle's Medium) suplementado con 20% FBS inactivado {Fetal Bovine Serum;
Gibco®, Invitrogen USA) y 1% de antibiético Penicilina/Estreptomicina (Gibco®,
Invitrogen USA) durante 24h a 37°C, 5% CO; y 90% de humedad relativa. Esta
cepa es mantenida en el Centro de Investigacion Traslacional (CIT) de la
Universidad de las Américas.

2.2. Cultivo in vitro de Leishmania mexicana

Se trabajo con el protozoario L. mexicana MHOM/B2/82/BEL-21 (BEL-21)
resistente al antimonio pentavalente Glucantime®. Esta cepa es mantenida en
el Centro de Investigacién Traslacional (CIT) de la UDLA.

2.2.1. Cultivo de estado biolégico promastigote

Como lo describe Castafeda, A. (2013, p. 60) la fase mdévil del parasito
(promastigotes) se mantuvo a 27°C mediante pases secuenciales de cultivos
de 7 dias de crecimiento. Se suplementd 13 ml de medio fresco BHI (Bacto
Brain Heart Infusion; Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD 21152) con
0,53% de hemina [2 mg/ml] (Hemin Chloride; CALBIOCHEM, EMD
Biosciences, Inc. La Jolla, CA92039-2087), 0,03% de antibidtico
Penicilina/Estreptomicina (Gibco®, Invitrogen USA)} y 3% de suero fetal bovino
(FBS) inactivado (Fetal Bovine Serum; Gibco®, Invitrogen USA). Los ensayos
de citotoxicidad se realizaron entre el sexto y séptimo dia de cultivo debido a
que en eslta etapa los parasitos alcanzan su fase infectiva, como lo
determinaron Colares, V., Aimeida-Souza, F., Taniwaki, NN., Souza, Cda 8., da
Costa, JG., Calabrese Kda, S., y Abreu-Silva, AL (2013, p. 5).
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2.2.2. Cultivo del estado biolégico amastigote axénico

De acuerdo a Bates, P. (1993, pp. 144-145) se desarrollé el estado biolégico no
mévil (amastigote) de L. mexicana tomando 8 ml de cultivo de promastigotes
del séptimo dia (fase infectiva del parasito). Se realizaron las siguientes
modificaciones al medio de cultivo. Los 8 ml se centrifugaron a 22°C durante 8
minutos x 3000 rpm. Se removié el sobrenadante y se realizé 3 lavados con
PBS 1x estéril (Gibco®, Invitrogen USA). Posteriormente, se homogenizé el
pellet en 1,5 ml de medio MMA (Medio Base 199; 0,56% Tryptic Soy agar, 0,01
mM Bathocuproine, 3 mM L-cisteina, 15 mM glucosa, 5 mM glutamina, 4 mM
NaHCOj;, 0,023 mM hemina, 25mM Hepes) suplementado con 20% de FBS
inactivado (Gibco®, Invitrogen USA), 2% de antibiotico
Penicilina/Estreptomicina (Gibco®, Invitrogen USA) y 50 pyl de HCI 1N.
Finalmente, se incubd a 37°C, 18% O, 5% CO,, durante 3 a 5 dias hasta
observar transformacién completa (absorcion del flagelo mévil y cambio de
morfologia fusiforme a globular del parasito) mediante camara de Neubauer.

2.2.3. Cultivo del estado biolégico amastigote intracelular

Este estado se obtiene a partir del modelo de infeccion M@-promastigote de L.
mexicana. Los Mg cultivados segun lo descrito en el punto 2.1.1 se lavaron con
medio fresco RPMI-1640 suplementado para eliminar células libres y se infectd
estos M@ con promastigotes de L. mexicana en fase infectiva del sexto a
séptimo dia en relacioén 1:20 (parasito:macrofago), incubando a 37°C, 18% Oo,
5% CO, como lo describe Castaiieda, A. (2013, p. 63). El tiempo de infeccién
Gptimo se determind en el laboratoric mediante curva de infeccién con variacién
en tiempo entre 1 a 5 horas, determinando que el tiempo de infeccién ideal es
de 2 horas.
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23. Lupaninavs. Leishmania mexicana en estado promastigote y
amastigote axénico

2.3.1. Concentraciones de lupanina

La lupanina purificada (98%) fue otorgada por en el Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP), se obtuvo mediante cromatografia en
capa fina a partir del extracto enriquecido de alcaloides de Lupinus mutabilis
Sweet (chocho). Dentro de este extracto, la lupanina presenta una
concentracion de 12,4%, siendo el alcaloide mas abundante en esta
leguminosa (Villacrés, E. et al., 2009, p. 8).

Para poder realizar los ensayos de citotoxicidad se obtuvo una concentracién
inicial de 4 mg/ml (Concentracién 1: C1) al disolver 200 mg de lupanina en 50
ml de H;O destilada, alcalinizando la solucién con 0.2 ml de NaOH 0.1 N (pH
10) como lo describe Zamora, J. et al. (2005, p. 128). A partir de C1 se
realizaron seis diluciones seriales como se explica en la Tabla 2.

Tabla 2. Concentraciones de lupanina.

Lupanina [mg/mi]
C1 4
C2 2
C3 1
C4 05
C5 0.48
Ccé 0.048
C7 0.0048

Nota: Alcaloide lupanina disuelto en H»O destilada a pH 10.
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2.3.2. Aplicacion de las concentraciones de lupanina y controles en
cultivos in vitro de L. mexicana

Se colocaron 1x10° parasitos por pocillo en placas de cultivo celular de 96
pocillos (Corning Incorporated) aplicando 10 uyl de cada concentracién de
lupanina (Tabla 2} en un volumen final de 200 ul. Por otra parte, los controles
positivos consistieron en aplicacién de Glucantime® [300 mg/ml], un extracto
etandlico de la planta de la familia Scrophulariaceae {C+) [500 mg/ml] y NaOH
0.1N [11.7 mg/ml]. Como control de resistencia se utilizé Glucantime® y NaOH.
Como control positivo (C+) se utilizé utilizando el extracto etandlico de la planta
de la familia Scrophulariaceae porque su actividad leishmanicida fue
comprobada en estudios anteriores realizados en el CIT-UDLA. El control
negativo de cada experimento consisti6 en células sin tratamiento. Cada
experimento se realizé por triplicado y en un minimo de 3 ensayos por cada
estado biol4gico y linea celular.

2.3.3. Anilisis de viabilidad celular por Bromuro de 3<{4,5-dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5- difeniltetrazol (MTT)

El analisis colorimétrico, a través de MTT, determina el nimero de células vivas
mediante la reduccién de la sal 3-dimetiltiazol-2 difeniltetrazol a cristales de
formasan (precipitado violeta) por accibn de las deshidrogenasas
mitocondriales de las células viables como lo explica Paloque, L. et al. (2013,
pp. 320-323).

La solucibn MTT se preparé bajo condiciones estériles y en obscuridad
disolviendo 0.075 g de MTT en 15ml de agua destilada estéril. Luego de 24h de
exposicién a cada tratamiento, se afiadié 10% de MTT al volumen final de cada
pocillo de la placa a analizar y se incubd bajo las condiciones de cultivo
especificos de cada organismo celular (parasitos y lineas celulares) durante 4
horas. La reaccion se detuvo con la adicidn de 100 pl de solucién Stop (20% de
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Dodecilsulfato sédico (SDS) homogenizados en 50% de isopropanol, aforado
con H2O destilada a un volumen final de 50 ml) en cada pocillo. Mediante
pipeteo se homogenizé cada pocillo y se ley6 la absorbancia de las soluciones
a 570 nm (espectrofotometro BioTek). Los datos se normalizaron y ajustaron
utilizando la siguiente ecuacion:

AbsorbanciaMuestra
)] * 100

0 1 = -
% Mortalidad [1 ( AbsorbanciaControl

(Ec. 1)
(Colares, V. et al., 2013, p. 3)

Los resultados se utilizaron para calcular la concentracién inhibitoria al 50%
(ICs0). El porcentaje de viabilidad celular se calculd siguiendo la siguiente
ecuacion:

% Viabilidad [(AbsorbanciaMuestra )] 100
= *
tadizaa AbsorbanciaControl

(Ec. 2)
(Colares, V. et al., 2013, p. 3)

2.3.4. Analisis de estrés oxidativo por citometria de flujo

Uilizando el kit de CellROX® Deep Red (Life Technologies Cat. No. 10491) se
analizd el nivel de produccién de radicales libres de oxigeno (ROS) bajo
condiciones controladas de laboratorio. El estudio del estrés oxidativo generado
por la lupanina y el C+ se realizé a través de citometria de flujo (Accuri C6) a
longitud de onda de emisién de 675 + 25 nm. Se trabaj6 con placas de cultivo
celular de 48 pocillos (Corning Incorporated) con 1x10° parasitos en estado

promastigote infectivo y un volumen final de 500 pl, se trabajé con las
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concentraciones de lupanina y controles como se menciona en el punto 2.3.2
bajo condiciones y tiempo de incubacién mencionadas en el punto 2.2.1.

Se realizé el tratamiento de promastigotes de 7 dias con las concentraciones
de lupanina y C+ como se indica en la seccion de metodologia. Luego de 24h
de tratamiento se realiz6 una tincién para determinar la produccién de ROS
siguiendo el protocolo del inserto del kit de CellROX® Deep Red (Life
Technologies catalogo No. C10491) para citometria de flujo con las siguientes
modificaciones. El control positivo fue el extracto etandlico C+ y para el control
negativo se reconstituyd 10 mg del componente C del kit en 245 pl de PBS 1X
estéril (Gibco®, Invitrogen USA). Se afiadieron 10 ul de esta solucién a un
volumen final de 5§00 I, 2 horas antes de leer en el citbmetro de flujo (Accuri
C6 BD). Después de 1 hora de incubacion se anadié 1 pl de la solucion de
tincién intermediaria del reactivo CellROX® Deep Red con DMSO a una
concentracioén final de 500 nM en todos los pocillos a analizar. Durante los
ultimos 15 minutos de la tincién, se afiadié 0.5 ul de SYTOX® Blue Dead Cell 1
MM que tifie parasitos muertos.

Se escogié trabajar con el kit CellROX® Deep Red {Life Technologies) debido a
su previo uso en tincion de membrana en ofras células y a su facilidad de
lectura. CellROX® Deep Red no es fluorescente por si solo (Lifetechnologies,
2011, p. 10), sino que emite fluorescencia el ser oxidado {Lipoldova, M., 2012,
p. 38).

Se trabajé unicamente con las concentraciones C1 a C4 de lupanina y C+
ajustando la cantidad de cada compuesto para un volumen final de 500 pl.

2.4, Toxicidad de la lupanina sobre macréfagos murinos (RAW 264.7) y
células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC)

Se utilizé macréfagos RAW 264.7 porque son las células blanco del parasito
Leishmania sp. Y células HUVEC porque han sido utilizadas en varios estudios
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al determinar citotoxicidad de distintos compuestos. La toxicidad de las distintas
soluciones se evalud sobre células RAW 264.7 y HUVEC mediante el método
MTT ya mencionado en el punto 2.3.3.

2.5. Lupanina vs. Leishmania mexicana en amastigotes intracelulares

2.51. Infeccion de macrofagos RAW 264.7 con promastigotes infectivos
de L. mexicana tefiidos con [5(6)]- diacetato de carboxifluoresceina
éster succinimidil (CFSE)

Se trabajé con el modelo de infeccién expuesto en el punto 2.2.3 con la
variante de la tincién de promastigotes infectivos. Esta tincién se realizé con
CFSE 5 uM tifiendo la cantidad de parasitos calculada en relacion 1:20 y
volumen final de 3 ml, estandarizando protocolos ya descritos por Lyons, A.,
2000 y Quah, B. et al., 2012. Se realizé6 un minimo de tres ensayos de esta
tincion y se analiz6 la carga parasitaria mediante lecturas en un citdmetro de
flujo Accuri C6 a longitud de onda de emisién de 533 £30 nm. La tincién de los
promastigotes con el fluoréforo CFSE se realizé antes de su infeccion a los Mg,
lo que garantiza que al momento de analizar en el citbmetro de flujo se tome en
cuenta unicamente la fluorescencia de los promastigotes que se convirtieron en
amastigotes intracelulares como lo indica Forestier, C., et al. {2011, pp. 322-
323).

2.5.2. Carga Parasitaria

2.5.21. Analisis de carga parasitaria mediante citometria de flujo

Siguiendo el modelo de infeccion y tincion descrita en el punto 2.5.1, se evalué
la cantidad de parasitos (carga parasitaria) que reaccionaron a las
concentraciones de lupanina y a los tratamientos mencionados. A través de
citometria de flujo se comparé el porcentaje de fluorescencia de los controles
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positivos: promastigotes de L. mexicana, macréfagos RAW 264.7 y amastigotes
intracelulares con y sin tratamientos. Se analizé los resultados mediante
citdmetro de flujo Accuri C6 a longitud de onda de emisién de 533 30 nm.

2.5.2.2. Andlisis de inhibicion de carga parasitaria mediante

PCR cuantitativa

La inhibicion de la division celular de amastigotes intracelulares o carga
parasitaria de L. mexicana causada por las concentraciones de lupanina,
Glucantime®, C+ y NaOH se determiné mediante PCR cuantitativa (QPCR). En
primer lugar se establecié una curva estandar de muestras de DNA de L.
mexicana sin tratamiento (Fig. 15).

La qPCR se realizd amplificando un fragmento de DNA del kinetoplasto del
minicirculo de promastigotes de Leishmania a partir de la extraccién de DNA de
amastigotes intracelulares expuestos a los distintos tratamientos siguiendo el
protocolo del inserto del kit High Pure Template Preparation (Roche LOT:
10202700) realizando las modificaciones mencionadas a continuacién. En el
paso final de elucién del DNA se realizé dos centrifugaciones por 1 minuto a
8000 g, de esta manera se obtuvo mayor concentracién de DNA de cada
muestra. Posteriormente, se cuantificé el DNA extraido (Take3™ BioTek) y se
procedié a preparar el mix para qPCR (CFX96™ Real-Time System de BIO-
RAD).

Como lo describe Nicolas, L., et al. (2002, pp. 1666-1668) el fragmento de 120-
bp del kinetoplasto de Leishmania sp. fue amplificado utilizando los primers:
forward, 5-CCTATTTTACACCAACCCCCAGT-3* [JW11]; reverse, 5-
GGGTAGGGGCGTTCTGCGAAA-3' [JW12] que se adquirieron a Integrated
DNA technologies. Este fragmento de amplificacion es especifico para la familia
Trypanosomatidae a la que pertenece el parasito L. mexicana.

Para la reaccién de gPCR se sigui6 el inserto del kit de SsoFast™ EvaGreen®
Supermix de BIO-RAD a un volumen final de 20 pl afadiendo 1 pl de cada
primer, 1 pl de H20 High Pure, 9 pl de EvaGreen® Supermix y 8 ul de DNA. El
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perfil térmico de la gPCR se modificé y estandarizé a partir del descrito por
Nicolas, L., et al. (2002, p. 1667) (Tabla 3).

Tabla 3. Perfil térmico gqPCR.

. Temperatura .
Ciclos Tiempo [s]
[°Cl
Desnaturalizacion 1 95 600
95 10
Amplificacion 40 56 10
72
Melting 1 65
END ‘ 40 30

Nota: Condiciones de amplificacion de DNA extraido de amastigotes intracelulares de L.
mexicana.

Se determind el porcentaje de inhibicién de carga parasitaria que presentd
cada concentracion de lupanina utilizada, Glucantime®, C+ y NaOH
comprandolos con el control (amastigotes intracelulares de L. mexicana sin

tratamiento). Este porcentaje se calculd mediante la siguiente ecuacion:

(Gt I -
Control
100

% Inhibicion = ) * 100

(Ec. 3)
(Doroud, D. et al., 2011, p. 157)
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2.6. Analisis estadistico

Los ensayos se realizaron en un minimo de 3 repeticiones y cada ensayo por
triplicado para cada concentracion de los tratamientos. Los datos fueron
analizados mediante el software GraphPad Prism 6.0 tomando en cuenta una
diferencia estadisticamente significativa con valor p < 0.05 e intervalos de

confianza del 95%.
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Capitulo llI

3. Resultados

3.1. Dosis-Respuesta y determinaciéon de IC5p

Con el propésito de determinar el efecto de la lupanina sobre los parasitos se
ensayd el grado de toxicidad del alcaloide sobre los diferentes estados
biologicos de L. mexicana. Se procedié a determinar el valor de ICsy de
lupanina en cultivos de L. mexicana preparados como se describe en la seccion
de metodologia.

Utilizando como referencia el control {parasitos sin tratamiento) se determiné el
valor de la concentracion inhibitoria al 50% (ICsp) a las 24 horas de su
exposicién a las 7 concentraciones de lupanina. El valor ICsq fue 0.24 mg/ml
10.032 para promastigotes y 0.78 mg/ml £0.049 en amastigotes axénicos.

Se realizé un anadlisis en el tiempo del valor de ICsy de lupanina, Glucantime® y
C+ sobre promastigotes y amastigotes axénicos de L. mexicana a las 12, 24,
36 y 48 horas, calculando el porcentaje de viabilidad mediante la ecuacién 2.
En el caso de promastigotes (Figura 9) se observé que a las 12 horas existe
menor numero de células viables expuestas a la dosis ICsp de lupanina. En
amastigotes axénicos, se observa que a las 12 y 24 horas el 50% de la
poblacibn muere en comparacion al control (amastigotes axénicos sin
tratamiento) (Figura 10).
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Figura 9. Viabilidad de promastigotes de L. mexicana.
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a)} Andlisis de viabilidad celular de promastigotes del séptimo dia tratades con ICsy de
lupanina: 0.24 mg/ml £0.032; Glucantime® y C+ durante 12, 24, 36 y 48 horas. * indica
diferencia significativa p = 0.0286 analizada con prueba estadistica Kolmogorov-Smirnov.
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Figura 10. Viabilidad de amastigotes axénicos de L. mexicana.

a} Andlisis del porcentaje de supervivencia de amastigotes axénicos del tercer dia tratados
con ICsyde lupanina: 0.78 mg/ml £0.049, Glucantime® y C+ durante 12, 24, 36 y 48 horas.
* indica diferencia significativa p = 0.0286 analizada con prueba estadistica Kolmogorov-
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3.2. Andlisis de estrés oxidativo por citometria de flujo

Con el propésito de determinar si los tratamientos lupanina tienen accién sobre
la produccién de radicales libres de oxigeno en promastigotes de L. mexicana
se realizé la tincién de promastigotes al séptimo dia de su crecimiento y a 24h
de su tratamiento con lupanina y C+ como se indica en la seccion de
metodologia.

Se analizé resultados generados por el software del citometro de flujo Accuri
C6 y se promedid 3 ensayos representativos del valor de Intensidad de
fluorescencia (MFI} especifico de CellROX® Deep Red (Figura 11) en el
software estadistico GraphPad Prism 6.0 comparando el control de ensayo
(promastigotes sin tratamiento) con las 4 primeras concentraciones de lupanina
(C1 a C4). En la Figura 11, se puede observar que el control (parasitos sin
tratamiento) tiene fluorescencia innata debido a su produccién basal de ROS,
las concentraciones C1 a C4 de lupanina inhiben esta generacion de ROS
mientras que el C+ la incrementa. Mediante estos resultados se puede predecir
que el alcaloide lupanina tiene un efecto sobre promastigotes de L. mexicana
mediante una inhibicién en su produccién basal de ROS a diferencia del C+
que la incrementa, teniendo ambos compuestos leishmanicidas distintas rutas
de accidn sobre estos parasitos.



40

20000+ -

150600

Intensidad de Fluorescencia (MFI1}

Figura 11. Andlisis de ROS.

la} Promastigotes fueron tefiidos con 1 ul de CelIROX® Deep Red como se describe en
la seccién de metodologia. La recoleccion de datos y su analisis se realizé tomando
datos reflejados a una longitud de onda de emision de 675 = 25 nm del citémetro de
flujo Accuri C6. El andlisis estadistico se lo realizé tomando 3 ensayos significativos
y promediandoc los valores de MFI. Los datos se expresan en comparacion a
cuanto aumenta o disminuye su generacién de ROS con respecto al control
(promastigotes tefidos sin tratamiento), C1 a C4 de lupanina y C+.

3.3. Toxicidad de la lupanina sobre macréfagos de ratéon (RAW 264.7) y
células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC)

Wilizando como referencia el control (RAW 264.7 y células HUVEC sin
tratamientos), se analizé6 la toxicidad de la lupanina sobre estas células
eucariotas (Fig. 12). No se determindé una diferencia significativa entre las
células HUVEC sin tratamiento y las tratadas. En macréfagos se observa una
mayor diferencia en comparacién a las HUVEC pero se determiné mediante el
software estadistico GraphPad Prism 6.0 que esta diferencia no es
estadisticamente significativa.
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Figura 12. Toxicidad de la lupanina en lineas celulares.

a) Se traté a células HUVEC y RAW 264.7 con las 7 concentraciones de lupanina y se
analizo viabilidad celular con MTT como se describe en la seccién de metodologia.
El control son células sin ninguin tratamiento que presentan 100% de supervivencia
o viabilidad celular. No presentan diferencia estadisticamente significativa p < 0.05.

3.4. Analisis de la carga parasitaria en amastigotes intracelulares

Con el propésito de determinar el efecto de las concentraciones de lupanina en
amastigotes de L. mexicana en el interior de macréfagos se evalud la carga

parasitaria de estos amastigotes intracelulares mediante citometria de flujo y
qPCR.

3.4.1. Analisis de viabilidad celular mediante citometria de flujo

Mediante citometria de flujo se analizé la viabilidad celular que es directamente
proporcional a la fluorescencia de los parasitos tefiidos con CFSE como se
describe en la metodologia. Esto se realizé6 para determinar la cantidad de
parasitos que emitian fluorescencia y como ésta disminuia por efecto de cada
tratamiento. En primera instancia, se comprobé la infeccion de promastigotes
de L. mexicana con Mg y su tincién con CFSE, mediante fotografias en
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microscopio de contraste (Olympus BX51-software cellSense Dimensions)
como se observa en la Figura 13. Al analizar carga parasitaria (cantidad de
parasitos) de amastigotes intracelulares se trabajé con los datos de intensidad
de fluorescencia (MFI) del fluoréforo CFSE arrojados por el citbmetro de flujo
Accuri C6. Estos datos se convirtieron en porcentaje de fluorescencia (Figura
14).

Con respecto al control, se puede determinar que la C1 de lupanina tiene
mayor accion toxica sobre amastigotes intracelulares. Mientras que su
exposicion a Glucantime®, medicamento al cual esta cepa de Leishmania es
resistente, no presenta mayor diferencia en comparacién al control. El NaOH
que se utiliza para solubilizar y mantener la lupanina, tampoco presenta
diferencia significativa, lo que quiere decir que el efecto de la lupanina sobre
amastigotes intracelulares de L. mexicana tefidos con CFSE se debe
exclusivamente a su naturaleza téxica mas no a su mezcla con NaOH.

m

. N

Magnification: 100 X

A

Magnification: 40 X

Figura 13. Tinclén de L. mexicana con CFSE.

@} Siguiendo el protocolo de tincién de promastigotes con CFSE v su posterior infeccién a
M@z como se describe en la seccion de metodologia, se procedié a tomar fotografiag
(Olympus BX51) para comprobar esta infeccidn. A) promastigote de L. mexicana tefiido cor
CFSE 5 puM (1) flagelo; (2) cuerpo constituido por organulos. B) Mg infectados con
promastigotes tenidos (3) amastigotes intracelulares tefidos.
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Figura 14. Emision de fluorescencia relativa de carga parasitaria de amastigotes
fntracelulares.

a) Mg se infectaron con promastigotes tefiidos con CFSE como se indica en la metodologia.
La recoleccion de datos se hizo a través del citdmetro de flujo Accuri C6.
El analisis estadistico se lo realizé tomando 3 ensayos significativos de los valores de
MFI y convirtiéndolos en porcentajes de fluorescencia, medida a longitud de onda
de emisién de 533 £30 nm. El control estd compuesto de los amastigotes
intracelulares tefidos. * indica diferencia significativa p = 0.0144; ** indica
diferencia significativa p = 0.0021; *** indica diferencia muy significativa p = 0.0001,

todas con respecto al grupo control (amastigotes intracelulares tefiidos y sin tratamiento).

3.4.2. Anilisis de inhibicion de carga parasitaria mediante

PCR cuantitativa

A través de PCR cuantitativa (QPCR) se realizé una curva estandar de DNA
extraido de L. mexicana como se indica en el punto 2.5.2.2 de la metodologia.
En la Figura 15 se observa la primera curva de color verde perteneciente a
1x108 parasitos, de forma descendente las curvas corresponden a 1x10°,
1x10%, 1x10°, 1x10% y 1x10" respectivamente.
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Mediante los resultados obtenidos por la gPCR se tomé los datos de cantidad
de DNA amplificado en logaritmo para determinar el porcentaje de inhibicién de
carga parasitaria mediante la Ec. 2. Estos porcentajes se analizaron con la
prueba estadistica t de student entre el control y cada tratamiento
determinando diferencias significativas con valor p < 0.05 (Figura 17). En esta
figura se puede observar que la C1 de lupanina es la que presenta
aproximadamente un 45% de inhibicién en comparacién con el control (DNA de
L. mexicana sin tratamiento) Glucantime® y NaOH no presenta un efecto
significativo sobre los parasitos.
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Figura 15. Andlisis por qPCR de inhibicién de carga parasitaria de L. mexicana vs|
tratamientos.

a) Amplificacion de DNA de promastigotes sin tratamiento y amastigotes

intracelulares tratados con C+, Glucantime® y C1 de lupanina: 4 mg/ml; R*2 = 0.948
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a) Mae infectados con promastigotes como se menciona en la metodologia. Se realizé

el andlisis estadistico tomando en cuenta 5 ensayos significativos, transformando al
valor logaritmico de DNA amplificado en los porcentajes de inhibicién para

cada concentracién de lupanina y tratamiento agregado. * indica diferencia significativa
p = 0.0234; ** indica diferencia significativa p = 0.0047; todas en comparacion con

el control (amastigotes intracelulares sin tratamiento).

Figura 16. Porcentaje de inhibicion de carga parasitaria de amastigotes intracelulares.
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Capitulo IV

4. Discusion

Los datos del presente estudio demostraron que el tratamiento de
promastigotes y amastigotes axénicos de L. mexicana con el alcaloide
quinolizidinico lupanina produjo la muerte de esta cepa de parasitos resistente
al Glucantime®.

Mediante esta investigacion se determinaron diferencias entre las respuestas
de cada estadio biolégico de L. mexicana y su exposicion a la lupanina. Como
lo dice Rojas, J., et al. (2012, p. 93) en amastigotes axénicos de L. mexicana el
valor de ICsyp es mas alto debido a su sensibilidad hacia compuestos
leishmanicidas. La sensibilidad innata de cada forma biolégica del parasito es
diferente, siendo la de la fase no mévil (amastigote axénico) superior a la de la
fase mdvil (promastigote), también existen diferencias morfolégicas,
metabdlicas y de fuente de energia. (Rojas, J. etal., 2012, p. 93).

La diferente respuesta entre promastigotes y amastigotes axénicos de L.
mexicana se debe también a los distintos ambientes in vitro en el que cada
estadio biolégico se desarrolla. La forma promastigote no necesita una célula
hospedera y convierte a los aminoacidos y azlcares en su fuente de energia,
mientras que el amastigote prolifera al interior de las células blanco
(macréfagos) y su fuente de energia son los acidos grasos que se metabolizan
en H;O y CO,. Otra diferencia importante es el pH y temperatura de sus
entornos, el promastigote desarrolla su crecimiento a 27°C y pH 7, a diferencia
del amastigote que obligadamente necesita 37°C y un ambiente acido para
sobrevivir con pH 4-6 (Campos, J., 2008, p. 16).

Al hablar especificamente de alcaloides quinolizidinicos (AQ) como la lupanina,
se ha analizado y determinado su actividad antiparasitaria sobre Trypanosoma
sp.. Este tipo de alcaloides han sido reportados como importantes compuestos

con un amplio rango de actividad biologica y posibles candidatos para nuevos
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tratamientos contra distintas parasitosis (Turabekova, M. et al., 2011, p. 183).
Por ejemplo, existen reportes sobre el efecto de la esparteina y lupanina (AQ)
sobre Trypanosoma b. brucei, parasito perteneciente a la misma familia que
Leishmania sp. y que causa tripasoniomasis, el efecto anti parasitario fue
ineficiente a concentraciones menores de 100 ug/ml (Rosenkranz, V., y Wink,
M., 2008, pp. 2467-2468). A diferencia de los datos obtenidos en esta
investigacién, en la que la lupanina presenta su actividad citotdxica sobre L.
mexicana con valores ICs de 0.24 mg/ml 10.032 para promastigotes y 0.78
mg/ml £0.049 sobre amastigotes axénicos.

En otro estudio, se reporté que la lupanina no tiene efecto sobre Trypanosoma
congolense pero si sobre Trypanosoma brucei con concentraciones mayores a
1000 pM (Merschjohann, K. et al., 2001, p. 624). La esparteina (AQ) de la
misma clase que la lupanina presenta un ICs entre 8.7 a 77 pg/ml sobre
amastigotes axénicos de Leishmania donovani (Turabekova, M. et al., 2011,
pp. 183-185).

Otra forma de determinar el efecto de los compuestos anti leishmania, es el
estrés oxidativo generado por los radicales libres de oxigeno {ROS) y los
resultados observados en esta investigacion abren una puerta sobre cémo
funcionaria la lupanina sobre promastigotes de L. mexicana determinando que
este alcaloide causa inhibicion de la producciéon de ROS. Sin embargo, debe
realizarse mayor investigacién sobre el efecto de esta inhibicién y cuales
podrian ser las moléculas del parasito afectadas por la lupanina.

La produccion de ROS es un fenémeno comun en bacterias, parasitos y células
eucariotas y se genera por su exposicién a agentes nocivos externos. Como un
mecanismo de defensa ante los agentes externos (Mittler, R. et al., 2011, p.
300-304). Una manera de comprobar el efecto antiparasitarioc de un compuesto
especifico es mediante la cuantificacién de la generacién de ROS, por ser la
sefalizacién que destruye componentes macromoleculares de la célula como
DNA, proteinas y lipidos (Fonseca-Silva, F. et al., 2011, p. 1).
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Como lo describieron Fonseca-Silva y colaboradores (2011, p. 1), al determinar
accion leishmanicida de un compuesto es necesario saber si en promastigotes
de Leishmania sp. existe una disfuncibn mitocondrial causada por Ila
generacion de estos radicales. Esta determinacidbn se la hace tifiendo
promastigotes especificamente para detectar radicales libres de oxigeno con
fluorogénicos (reactivo que emite fluorescencia) y analizando resultados a
través de citometria de flujo.

En este trabajo, se inici6 la investigacion de una posible ruta 0 mecanismo de
accion de la lupanina. En primera instancia, se observé que la lupanina podria
apagar el sistema de defensa de promastigotes de L. mexicana inhibiendo la
producciéon de ROS. Al obtener estos resultados se podria decir que la ruta de
accion de la lupanina tiene relacion con la ruta de glutation (GSH) de este
parasito ya que el GSH es una de las defensas celulares mas importantes
contra estrés oxidativo intracelular en Leishmania sp., ademas de ser una
molécula que protege los kinetoplastos de compuestos tdxicos como ROS
(Sengupta, S. et al.,, 2011, pp. 1-2). Se ha determinado la relaciéon intima
existente entre produccién de ROS y los niveles de GSH al causar apoptosis
celular durante el incremento del nivel de produccién de ROS y disminucion de
los niveles de GSH (Sengupta, S. et al., 2011, p. 7). Dicho esto, se podria
concluir que la lupanina reduce los niveles de produccion de ROS al comparar
la produccién basal de estos radicales en parasitos sin tratamiento con la de los
parasitos expuestos al tratamiento. Mediante los resultados de esta
investigacion se puede determinar también que la posible ruta de accién del
alcaloide lupanina es diferente al del C+ de este experimento y se podria
deducir que los niveles de GSH en parasitos expuestos a lupanina son
mayores a los tratados con C+.

Como ya se ha mencionado, el promastigote ingresa y se fagocita en las
células blanco (macréfagos) del hospedero, denominandose amastigote
intracelular. Este es la forma bioldgica del parasito que genera la enfermedad
por lo que es trascendental realizar ensayos sobre el efecto del compuesto
leishmanicida sobre este estadio biol6gico.
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La determinacién de la carga parasitaria (cantidad de parasitos) de amastigotes
intracelulares ya ha sido analizada en otros sistemas y se ha comprobado la
accién de alcaloides mediante citometria de flujo y QPCR. Mediante citometria
de flujo, se puede comparar el efecto de un determinado compuesto sobre
amastigotes intracelulares tefidos, esta diferencia se nota tanto en los picos de
fluorescencia emitidos por el programa como por el valor de la medida de
intensidad de la fluorescencia (MFI). En el caso de tincion con CFSE, la
fluorescencia emitida es directamente proporcional a la cantidad de parasitos
vivos (Messaritakis, 1. et al., 2010, pp. 384-385), por lo tanto, la comparacién de
cada tratamiento afadido a los parasitos con el control (parasitos sin
tratamiento) es la clave para verificar un efecto leishmanicida de la lupanina.
Como se observa en la Figura 14, la C1: 4 mg/ml tiene mayor efecto
leishmanicida que las otras concentraciones.

Se realizé también la extraccion de DNA de L. mexicana para determinar la
carga parasitaria y porcentaje de inhibicibn de la divisién celular de los
parasitos generada por los tratamientos, mediante PCR cuantitativa (QPCR). La
técnica de gPCR es popular debido a su alta sensibilidad, amplio rango de
cuantificacion y buena reproducibilidad. La fidelidad hacia esta prueba se
asocia con su especificidad real, validez y por ser un método cuantitativo
confiable y exacto (Pfaffl, M. W., 2004, p. 88).

Esta prueba ha sido realizada para comprobar la presencia del parasito (Van
Der Meide, W. et al., 2008, pp. 75-76) y siguiendo este principio se puede
determinar el porcentaje de inhibicion de carga parasitaria que cada
concentracion de lupanina, Glucantime®, NaOH y C+ presentaron. Este valor
es una manera de comprobar el efecto de los compuestos sobre la inhibicién
de la divisién celular de amastigotes intracelulares de L. mexicana (Doroud, D.
et al., 2011, pp. 158-159). En el caso de la lupanina, la C1 fue la que presentd
mayor efecto en comparacién al control.

En esta investigacion es necesaria la evaluacion del efecto tdxico de la
lupanina sobre las lineas celulares HUVEC y RAW 264.7. La principal razén
para realizar este experimento es que las células RAW 264.7 son los
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macréfagos (células blanco del parasito) que se encuentran naturalmente en el
hospedero final del parasito y se debe comprobar que el alcaloide tiene un
efecto exclusivo sobre los parasitos mas no sobre las células del hospedero. A
pesar de que en esta investigacién se observa que existe alrededor del 40% de
macréfagos afectados por la lupanina se determiné mediante andlisis
estadistico (ANOVA-GraphPad Prism 6.0) que no existe diferencia
estadisticamente significativa entre células tratadas y el control (células sin
tratamiento) por lo que se puede determinar que la lupanina no presenta un
efecto citotéxico.

Cabe mencionar que existen exiractos etandlicos y alcaloides de ofras
leguminosas de la familia Fabaceae, a la que pertenece Lupinus mutabilis
Sweet, que han sido estudiados y analizados como derivados antiparasitarios y
con actividad citotoxica. Por ejemplo, extractos etandlicos de la Fabaceae de
seda, Albizia coriaria presentan actividad leishmanicida sobre amastigotes
axénicos de Leishmania major a concentraciones de 1000 ug/ml (Kigondu, E.
V. etal., 2009, pp. 504-505).

Al igual que extractos etandlicos de las leguminosas: Entada africana, Cassia
sieberiana, Piliostigma thonningii, Bobgunnia madagascarensis, Tamarindus
indica que presentan actividad leishmanicida versus promastigotes y
amastigotes axénicos de Leishmania major entre valores de 0.2 hasta 99 pug/ml
(Ahua, K. M. et al,, 2007, pp. 100-103). Se debe tomar en cuenta que la
especie utilizada en estos estudios se presenta unicamente en el Viejo Mundo
y genera leishmaniasis visceral, a diferencia de la cepa utilizada en este

estudio.

También se ha realizado estudios acerca de los alcaloides y su potencial
leishmanicida (Hussain, H. et al., 2013, pp. F-J). Alcaloides de la leguminosa
conocida como carnavalito (Senna spectabilis) presentan actividad citotéxica
sobre promastigotes de Leishmania major con valores ICsp entre 20 a 30 ug/mL
(De Albuguerque, G. et al., 2014, pp. 279-280). De igual forma, los alcaloides
de Erythrina verna (leguminosa de la familia Fabaceae) presentan actividad
leishmanicida versus promastigotes de Leishmania amazonensis a
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concentraciones desde 39 y mayores a 1000 ug/ml (Callejon, D. R. et al., 2014,
p. 5696).

Por lo datos expuestos en este estudio, se puede sugerir que la lupanina podria
utilizarse eventualmente como un tratamiento contra leishmaniasis cutanea y
muco-cutanea. Sin embargo, ensayos in vivo son necesarios para comprobar
los resultados de esta investigacion.
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Capitulo V

5. Conclusiones y Recomendaciones

La leishmaniasis es un problema de salud publica y su diagnéstico y
tratamiento es complicado debido a su amplio rango de epidemiologia.

Los alcaloides de tipe quinolizidinico como la lupanina podrian presentarse
como una alternativa sustentable para el tratamientc de leishmaniasis en el

Ecuador.

El efecto leishmanicida de la lupanina, alcaloide quinolizidinico derivado de
Lupinus mutabilis Sweet, tiene accién citotdxica sobre promastigotes,
amastigotes axénicos y modelo de infeccion de Leishmania mexicana
MHOM/B2/82/BEL-21 (BEL-21) cepa resistente al antimonio pentavalente
Glucantime®, mantenida bajo condiciones controladas de laboratorio.

Los valores de ICsp son de 0.24 mg/ml £0.032 y 0.78 mg/ml +£0.049, para
promastigotes y amastigotes axénicos de L. mexicana, respectivamente.
Siendo este ultimo la forma biolégica mas sensible a la lupanina.

El analisis de citotoxicidad de lupanina sobre células RAW 264.7 y HUVEC
determind que este alcaloide no es significativamente téxico sobre estas
celulas eucariotas tratadas.

La lupanina presenta una inhibicién en la produccién de ROS de promastigotes
de L. mexicana, lo que podria explicarse al comparar los parasitos tratados con
lupanina con el control negativo (parasitos sin tratamiento) y C+.

La determinacién de la carga parasitaria mediante citometria de flujo y qPCR,
son dos métodos importantes para el estudic del efecto de la lupanina sobre
amastigotes intracelulares de L. mexicana.
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Al analizar la carga parasitaria, la concentracién con mayor efecto es C1:4
mg/ml, tanto en la prueba de tincion con CFSE como en el analisis mediante
qPCR.

Con la prueba CFSE se puede concluir que las concentraciones por debajo de
C3 presentan un efecto significativo mientras que las concentraciones C1: 4
mg/ml y C2: 2 mg/ml presentan un efecto leishmanicida significativo en
comparacién al grupo control.

Mediante el andlisis de carga parasitaria por qPCR, se determiné el efecto
téxico de C1 de lupanina. En este caso, las concentraciones C2 a C4 si
presentaron diferencias y efecto leishmanicida, todas menores a C1.

Se debe tomar en cuenta que los resultados obtenidos en la presente
investigacion pueden variar en otras especies y cepas de leishmania por su
diferencia en composicién bioquimica. En consecuencia, la actividad
leishmanicida de la lupanina puede o no tener un efecto similar.

Se recomienda estudiar, a nivel molecular, el efecto de la lupanina. Es decir,
cual es la respuesta del parasito, como éste asimila la lupanina y determinar la
ruta especifica de accién del mismo. Se sugiere estudiar la generacién de ROS
y los niveles de GSH en L. mexicana, porque este podria ser el mecanismo de
accion de este alcaloide.

Finalmente, es recomendable un estudio posterior en base a los resultados de
esta investigacidon. Analizar el efecto de la lupanina en modelos in vivo de
infeccion por leishmaniasis, como puede ser el uso de ratones BALB/c
infectados con la enfermedad.
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