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“Evaluacion de la actividad antiparasitaria de productos naturales como base para el
desarrollo de nuevas drogas contra la enfermedad de Chagas”

Resumen

La Tripanosomiasis Americana o Enfermedad de Chagas, una infeccion parasitaria y zoonotica
causada por el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi, ha sido declarada por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) como parte del grupo de enfermedades tropicales olvidadas. Los
tratamientos disponibles contra la Enfermedad de Chagas son poco efectivos en la fase crénica de la
afeccion para las infecciones en adultos y pueden presentar efectos secundarios severos. Existe una
urgente necesidad de encontrar nuevas terapias antiparasitarias eficientes que puedan reemplazar a las
ya existentes. El primer objetivo de este trabajo consistid en establecer una técnica colorimétrica
como un método eficaz para el rastreo de drogas. Para ello se compararon diferentes técnicas en
ensayos in-vitro y se estandarizo la técnica colorimétrica conocida como reduccién de la resazurina
sodica, para ser aplicada en cultivos celulares y cultivos de epimastigotes de 7. cruzi. Seguidamente,
se describe la extraccion, aislamiento e identificacion de extractos puros y metabolitos secundarios,
provenientes de especies vegetales, para la evaluacion de su actividad bioldgica sobre cultivos
axénicos de epimastigotes de 7. cruzi, con el objetivo de encontrar potenciales candidatos con
actividad antiparasitaria. Para ello se procesaron las hojas, flores, semilla y corteza de 6 especies
vegetales Baccharis trimera (Carqueja blanca), Helietta apiculata (Canela de Venado), Jacaranda
Caroba (Karoba), Brosimum gaudichaudii (Mamica de Cadela), Aristolochia triangularis (Ysypo Mil
Hombre), Achillea millefolium (Milenrama) pudiéndose aislar y elucidar la estructura de 13
compuestos puros (etiljacaranona, acetato de articulina, gaudichaudiosido A, 4-O-prenilcinamato de
metilo, rutacultina, chalepina, gravelliferona, uliscomoncadin A, d-amirina, lupeol, isomultiflorenol e
isobauerenol 'y p-cumarato de metilo). Los compuestos obtenidos junto con dos derivados
semisintéticos de la cumarina uliscomoncadin A, fueron probados en ensayos de inhibicion de
crecimiento de epimastigotes. Por otro lado, con la finalidad de mejorar los resultados de inhibicion
parasitaria, se analizaron 16 derivados semisintéticos de kokusaginina y flindersiamina, los
principales alcaloides aislados de la corteza de Balfourodendron riedelianum (Guatambt blanco),
sobre cultivos de epimastigtotes y tripomastigotes. Asi también, se evalud la citotoxicidad sobre
lineas celulares NRK y HelLa. Aquellos compuestos que presentaron un indice de selectividad igual
o mayor a 25, fueron seleccionados para bioensayos sobre amastigotes intracelulares. Dos de los
compuestos analizados, dos derivados de kokusaginina mostraron diferencias significativas, respecto
al control negativo (DMSO 0,1%), sobre los estadios epimastigotes y tripomastigotes, y uno de ellos,
pudo reducir significativamente, el nimero de amastigotes intracelulares respecto al control. Ninguno
de los compuestos mostrd efecto citotoxico en las lineas celulares analizadas (NRK y Hela),
destacandose como potenciales candidatos para drogas antiparasitarias contra la enfermedad de
Chagas.

Palabras claves: Trypanosoma cruzi, técnicas moleculares y colorimétricas, actividad antiparasitaria,
drogas tripanocidas, metabolitos secundarios, ensayos de invasion de tripomastigotes.



“Assessment of the antiparasitic activity of natural products as a basis for the
development of new drugs against Chagas disease”

Abstract

American trypanosomiasis or Chagas disease is a parasitic and zoonotic infection caused by flagellate
protozoan Trypanosoma cruzi and the World Health Organization (WHO) has declared it as part of the
group of Neglected Tropical Diseases. Available treatments against Chagas Disease are not very
effective during the chronic phase of the disease in adults and can have severe adverse effects. There
is an urgent need to find efficient new antiparasitic therapies that can replace existing ones. The first
goal of this research was to establish a colorimetric technique as an effective method for drug
screening. For this purpose, different techniques were compared using in vitro assays and the
colorimetric technique known as sodic resazurin reduction was standardized to be applied in human
cell lines and 7. cruzi epimastigote cultures. Next, the extraction, isolation, and identification of
secondary metabolites from several plant species is described. Their activity on axenic 7. cruzi
epimastigote cultures was assessed to find potential candidates with antiparasitic activity. In order to
do this, leaves, flowers, seeds, and bark of the following 6 plant species were processed: Baccharis
trimera (Carqueja blanca), Helietta apiculata (Canela de Venado), Jacaranda caroba. (Karoba),
Brosimum gaudichaudii (Mamica de Cadela), Aristolochia triangularis (Ysypo Mil Hombre),
Achillea millefolium (Milenrama), Twelve pure compounds were successfully isolated and their
structures  elucidated, including (ethyljacaranone, articulin acetate, gaudichaudioside A,
4-O-prenilcinamato de metilo, rutacultin, chalepin, gravelliferone, uliscomoncadin A, J-amyrin,
lupeol, isomultiflorenol, isobauerenol, and methyl p-cumaratethe) compounds obtained, along with
two semi-synthetic derivatives of uliscomoncadin A coumarin, were tested in growth inhibition assays
against epimastigotes. On the other hand, 16 semi-synthetic derivatives of kokusaginine and
flindersiamine, the main alkaloids isolated from the bark of Balfourodendron riedelianum (Guatambu
blanco), were analyzed on epimastigote and trypomastigote cultures to improve the results of parasitic
inhibition. Additionally, cytotoxicity on cell lines NRK and HelLa was also evaluated. Those
compounds that presented a selectivity index equal to or greater than 25 were selected for bioassays
on intracellular amastigotes. Two of the analyzed compounds, derivatives of kokusaginina, showed
significant differences compared to the negative control (0.1% DMSO) on epimastigote and
trypomastigote stages, and one of them was able to significantly reduce the number of intracellular
amastigotes compared to the control. None of the compounds had a cytotoxic effect on the analyzed
cell lines (NRK and HeLa) showing promising potential as candidates for anti-parasitic drugs against
Chagas disease.

Keywords: Trypanosoma cruzi, colorimetric techniques, antiparasitic activity, anti-parasitic drugs,
secondary metabolites, trypomastigote invasion assays.
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Introduccién

1.1. Enfermedad de Chagas

La Tripanosomiasis Americana o Enfermedad de Chagas, es una infeccion parasitaria y
zoondtica causada por el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi, la misma es transmitida por el
insecto vector Triatoma infestans, triatomino conocido comunmente como vinchuca. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) la incluyé como parte del grupo de enfermedades tropicales
desatendidas'. Asociada a la pobreza y malas condiciones de viviendas especialmente en las zonas
rurales, la enfermedad de Chagas coexiste con otras enfermedades menos silenciosas por lo que pasa
desapercibida y aun persiste?.

Las estrategias para controlar la enfermedad y su transmision, se basan en un tratamiento
farmacologico para las personas infectadas y en el control vectorial del agente transmisor.

La enfermedad tiene una etapa cronica y otra aguda. El tratamiento farmacoldgico de la
misma depende de la etapa en la que se encuentre el paciente. En la etapa aguda, el tratamiento se
enfoca en eliminar al parasito y reducir la carga parasitaria en el cuerpo. En la etapa cronica, el
tratamiento se enfoca en aliviar los sintomas y prevenir complicaciones®.

Por su parte, el control vectorial se enfoca en intervenir sobre los triatominos para prevenir su
reproduccion y disminuir su presencia en las viviendas y sus alrededores, mediante el control
quimico, mejoramiento de las viviendas, educaciéon y promocion de la enfermedad y sus agentes

interventores.

1.1.1. Agente etiologico: Trypanosoma cruzi

1.1.1.1. Taxonomia y caracteristicas estructurales

El Trypanosoma (schizotrypanum) cruzi, nombre acufiado por Carlos Chagas en 1909, es el
agente causal de la Enfermedad de Chagas. Es un organismo eucariota unicelular, microscopico
(mide aproximadamente 20 pum) perteneciente al reino protista, incluido en el orden kinetoplastida
porque poseen una masa de ADN circular extranuclear llamada kinetoplasto que se encuentra
presente dentro de la doble membrana de una gran y Unica mitocondria que contiene numerosas
copias del genoma mitocondrial®. La posiciéon que guarda el kinetoplasto con respecto al niicleo,
ayuda a definir el estadio de desarrollo en el que se encuentra el parasito. El 7. cruzi tiene un genoma
nuclear diploide, distribuido en pares de cromosomas homdlogos. Este protozoo, posee un cuerpo
alargado, estd provisto de un tnico flagelo y una membrana ondulante, estructuras que, agitindose y
vibrando, permiten su movilizacion dentro de la masa de sangre. Todas estas caracteristicas

estructurales lo incluyen dentro de la familia de los trypanosomatides.
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En la Tabla 1 se puede observar la taxonomia de este parasito’.

Tabla 1: Taxonomia del Tivpanosoma (S) cruzi.

Reino: Protista.
Sub-reino: Protozoo.
Phyllum: Sarcomastigophora.
Clase: Zoomastigophora.
Orden: Kinetoplastida.
Familia: Trypanosomatidae.
Género: Trypanosoma.
Sub-género: Schizotrypanum.

Especie: Trypanosoma (S) cruzi.

1.1.1.2. Morfologia, ciclo biolégico, DTUs

e Morfologia

El parasito sufre una serie de cambios morfolégicos y funcionales alternando entre estadios

que sufren division binaria asi como formas no replicativas e infectivas. Las descripciones

morfoldgicas realizadas por Carlos Chagas, fueron hechas mediante técnicas de fijacion y tincion

celular, que son utilizadas hasta el dia de hoy. Con ayuda de la microscopia dptica se pudo observar la

forma general del parasito, asi como también, la posicion relativa del ntcleo (n) y el kinetoplasto (c),

y con estos datos se pudieron identificar tres formas evolutivas del parasito; tripomastigostes,

amastigotes y epimastigotes® (Figura 1).

a)amastigote

“b) epimastigote

=\ Postorior

Anterior

c) tripomastigote

Figura 1: Localizacion y morfologia de T. cruzi en sus distintos estadios. a) amastigotes en los tejidos del
huésped vertebrado. b) epimastigotes en el intestino medio del vector y en cultivo axénico. ¢) tripomastigotes
metaciclicos en los tubos de Malpighi (recto) y las heces del vector. Tripomastigotes sanguineos en el torrente
del hospedero vertebrado®.
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a) Amastigotes: forma esférica, de 2-Sum de didmetro, nacleo circular, kinetoplasto pequefio en
forma de barra en la region anterior al nicleo. Pequefio flagelo (no visible al microscopio
optico). Forma no infectiva y replicativa, se encuentran dentro de las células del mamifero
infectado.

b) Epimastigotes: forma ahusada, de 10-15um de largo y 1-3um de ancho. Nucleo ovalado,
kinetoplasto en forma de barra en la region anterior al niicleo. Membrana que recorre todo el
cuerpo y termina en un flagelo en forma de latigo en el extremo anterior. Esta forma se
encuentra presente en el tubo digestivo del insecto vector, es una forma no infectiva y
replicativa’®.

¢) TIripomastigotes: forma fusiforme, de 16-20um de largo y 2-4um de ancho. Kinetoplasto
circular localizado en la region posterior al nicleo. Membrana ondulante que emerge de la
zona del kinetoplasto y cubre todo el resto del cuerpo hasta terminar en una prolongacion en
forma de latigo en la parte posterior, conocido como flagelo. Forma muy infectiva, se
encuentra en el intestino posterior del insecto vector y en forma circulante en la sangre de los

vertebrados infectados.

e Ciclo biolégico

El ciclo bioldgico de Trypanosoma cruzi incluye etapas de desarrollo en un insecto vector,
comunmente conocido como vinchuca, que actiia como intermediario y un vertebrado tales como:
seres humanos, animales silvestres y animales domésticos, que actiian como reservorio. En la Figura
2, se puede observar cdmo transcurre el ciclo biologico del 7. cruzi. El ciclo inicia cuando el insecto
vector hematofago (vinchuca) pica y se alimenta de la sangre infectada del hospedador vertebrado (1
y 2), los parasitos que ingiere sufren una transformacion madurativa en el intestino (3-5) y libera con
sus heces tripomastigotes metaciclicos que son las formas infectivas del parasito. Estas se desarrollan
en la ampolla rectal del insecto vector triatomino y pueden infectar a distintas especies de animales
vertebrados incluyendo al hombre®. Al picar a un nuevo mamifero, la vinchuca defeca cerca de la
picadura (6). Esto causa escozor, por lo que el hospedero frota la zona afectada y los tripomastigotes
metaciclicos ingresan dentro del huésped a través de esas lesiones. Una vez que los tripomastigotes
metaciclicos atraviesan la piel, invaden células nucleadas cercanas al sitio de inoculacion (7 y 8) y en
su interior se diferencian al estadio intracelular amastigote (9-11)'°. Luego de multiples divisiones,
estos rompen las células que los contienen y en su forma diferenciada de tripomastigotes sanguineos
quedan libres en la circulacion sanguinea y pueden invadir nuevas células (12-15). Estos
tripomastigotes que se encuentran en el torrente sanguineo del huésped vertebrado, pueden volver al
insecto vector cuando el mismo se alimenta de este vertebrado infectado''. Una vez dentro del tracto
digestivo del vector, el parasito se diferencia al estadio replicativo no infectivo, epimastigote. En el

recto o intestino posterior se diferencian a tripomastigotes metaciclicos y el ciclo inicia nuevamente.
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El proceso de diferenciacion que ocurre a lo largo del intestino del vector se llama

metaciclogénesis'?.

Estadios en el insecto
vector .

Estadios en el huésped vertebrado

Figura 2. Ciclo biolégico del T cruzi. El ciclo
comprende dos reservorios, uno ocurre dentro del
insecto vector (T. infestans), y el otro en el huésped
vertebrado. En la parte central de la figura, se
agregaron los reservorios animales mds importantes
involucrados en el mantenimiento del pardsito en el
ambiente doméstico y peridoméstico®.

e DTUs o Unidades Discretas de Tipificacién

Ademas de un ciclo de vida complejo, 7. cruzi es una especie extraordinariamente
heterogénea que presenta multiples cepas con un alto grado de variabilidad genética y bioldgica, y
que han sido relacionadas con la distribucion geografica, las manifestaciones clinicas y la respuesta al
tratamiento. En efecto, el tamafio del genoma puede variar hasta 48% entre especies. Esta inmensa
diversidad genética ha sido clasificada en seis Unidades Discretas de Tipificacion (DTUs): Tcl a
TcVI'™, Una DTU se refiere a un conjunto de cepas que pueden ser caracterizadas por marcadores
moleculares especificos, y que son genéticamente mas similares entre si que con otro conjunto de
cepas'®. A pesar de que nuevos estudios propusieron otra clasificacion, o la inclusién de TcBat como
la séptima DTU', la clasificacion de las “seis DTUs” se mantiene actualmente como la mas aceptada.
Dentro de este marco, estudios ecoepidemioldgicos mostraron a cada DTU asociada a una

distribucién geografica particular'’.
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1.1.2. Agente Vector: Triatoma Infestans

Haébitat y distribucion geografica
La transmision vectorial de la Tripanosomiasis Americana o Enfermedad de Chagas se da por
la intervencion de insectos hemipteros de la familia Reduviidae, especificamente por el Triatoma
infestans'® cominmente conocido como vinchuca, palabra que se cree tiene un origen quechua y

19 esta es una particularidad del insecto que se refugia en

significa “echarse al suelo o dejarse caer
las grietas de paredes y techos de las viviendas construidas con ladrillos de adobe, ramas o paja, y
que cuando necesita “baja a alimentarse”. Este insecto es endémico en el cono sur americano, existe
evidencia genética y registros escritos que indican que el Triatoma infestans se origind en la region
de Cochabamba-Sucre en Bolivia Central, donde se pueden encontrar focos selvaticos de esta especie

221 La caza de estos roedores y la cria de los

entre rocas amontonadas y en asociacion con roedores
mismos dentro de las casas como fuente de alimentos, pudo haber suministrado la ruta inicial para la
domesticacion del T, infestans®. La distribucion del insecto en el resto del continente se asocia a las
migraciones humanas iniciadas con los indios Chinchorro que se desplazaron para establecerse al
norte de Chile. Actualmente los encontramos en: Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Ecuador,
Paraguay, Pert, Uruguay®. A diferencia de otros triatominos, también presentes en estas zonas, T,
infestans ha desarrollado la capacidad de alojarse en el habitat humano y esa domiciliacion le
permitié utilizar al humano como un recurso de alimento. Sin embargo, el humano no es el Gnico
vertebrado que forma parte de su ciclo alimenticio ya que se lo puede encontrar en las zonas
proximas al domicilio (peridomiciliar) como en los gallineros, conejeras, palomares, entre otras®. Es
un animal de habitos nocturnos, por lo que son de dificil visualizacion durante el dia. La prevalencia

de la vinchuca en las viviendas se ve favorecida por las malas condiciones de construccion e higiene

de las mismas.

Caracteristicas morfoldgicas v ciclo de vida
Los especimenes de 7. infestans presentan dimorfismo sexual visible en su estadio adulto

(Figura 3). Como caracteristicas generales, son de color oscuro (negro, pardo o marron oscuro). Las
hembras son de mayor tamafio que los machos, tienen una longitud de 26-29 mm, mientras que los
machos alcanzan una longitud de 21-26 mm. Presentan un abdomen generalmente aplanado. Cabeza
alargada, cilindrica o conica, y un aparato bucal chupador-picador. Ojos compuestos, grandes,
redondeados y salientes, un par de antenas largas, finas, formadas por cuatro segmentos. El dorso es
duro y bien queratinizado, con un reborde de bandas transversales que se alternan en colores pardos y
amarillos (conexivo). De la zona dorsal también nacen dos pares de alas bien desarrolladas. El
insecto presenta tres estadios de desarrollo (huevo - ninfa - adulto). Se reproduce por huevos, que
miden de 2 a 3 mm. Luego pasa por dos estados de crecimiento, estado ninfal y estado adulto, que

vienen acompafiados de cambios (muda) en el tamafio del insecto y en la aparicion de las alas. Las
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ninfas, al igual que los adultos, son hemat6fagas. La transformacion desde el estado de huevo a la
etapa adulta puede variar de ocho meses a un afio. A partir del estado adulto la vida de este insecto se

prolonga entre uno y dos afios>* (Figura 4).

Cabeza

Pronoto

Figura 3: Vista dorsal del estadio adulto de Triatoma infestans.
Dimorfismo sexual. A. Ejemplar hembra. B. Ejemplar macho®.

HUEVOS (200]

CICLO DE VIDA

ADULTO

*]
A 1 ano f

NINFA fl
P

Figura 4: Ciclo de vida de los triatominos T. infestans. Su
desarrollo comprende varias transformaciones desde el huevo
(elipticos y con un opérculo, por donde emerge la ninfa), cinco
estadios ninfales (1-5), donde existe un crecimiento incompleto
de las alas y la genitalia. Los primordios alares son visibles en
el estadio 5, y el adulto, (hembra o macho) donde se encuentran
desarrollados y diferenciados las alas y los genitales®.
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1.1.3. Analisis historico de la Enfermedad de Chagas

Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas, médico e investigador brasilero, en sus inicios fue
ampliamente reconocido por sus estudios sobre la malaria y su lucha exitosa contra esta. Esto lo llevd
a ser contratado por el doctor Osvaldo Cruz, director y fundador del Instituto Manguinhos de Rio de
Janeiro, hoy conocida como la Fundaciéon Osvaldo Cruz, para participar en una campaiia contra la
malaria y combatir la epidemia en la provincia brasilefia de Minas Gerais en 1906%. Durante esa
campafla de trabajo supo de la presencia, en las viviendas rurales, de un insecto hematofago
triatomino que tenia el habito nocturno de “picar” a las personas. Sus conocimientos sobre
enfermedades de transmision vectorial y la presencia de sintomatologias clinicas en determinados
pobladores, que no se correspondian con las enfermedades conocidas en ese momento, lo llevo a
suponer que podria tratarse de una nueva enfermedad humana relacionada con este insecto
hematofago. Esto lo motivo a analizar al insecto, a algunos vertebrados presentes en la zona y a los
habitantes de esos hogares, y descubrié en los intestinos del primero y en la sangre de los demads, un

protozoo flagelado que mas adelante seria bautizado como Trypanosoma cruzi*®.

El 14 de febrero de 1909, Chagas examiné a una nifia de 2 afios, Berenice, que tenia fiebre
alta, hepatomegalia, edema facial y presencia del parasito en la sangre. Ella seria el primer caso de la
enfermedad de Chagas descrito en la literatura. Berenice permanecié asintomatica durante toda su
vida y murié a los 73 afios por otras causas. Fue incluida en varios estudios clinicos de esta
enfermedad desde los 55 hasta los 71 afios de edad®'. Mas adelante, hacia 1913, empezaron a
reportarse mas casos similares en El Salvador, Perti, Venezuela, Costa Rica, Paraguay. Estos datos
fortalecieron los informes de Chagas y fue entonces que pudo determinar la existencia de una nueva
enfermedad, conocida hoy como Enfermedad de Chagas, al agente patégeno causante de esta
enfermedad, al insecto vector encargado de transmitirla y a los distintos reservorios de este patdgeno.
Con el analisis de diversos cuadros clinicos describi6 las formas aguda y crénica de la enfermedad, y
mas adelante confirmé sus descubrimientos con lo cual el conocimiento de la enfermedad se extendid
en el mundo®’. Al tiempo aparecieron las criticas sobre su descubrimiento y se puso en duda la
existencia de la enfermedad considerando que en los paises limitrofes donde abundaban esas especies
de vectores, no se detectaban personas enfermas. Hoy se pueden comprender esas dudas porque
actualmente se conoce la dificultad en diagnosticar la fase aguda ya que no presenta sintomatologia
especifica. Ademas, muchos casos ocurrian a edad muy temprana o se confundia con otras
enfermedades que abundaban en ese entonces, mientras que en la fase cronica la ausencia del parasito
en sangre impedia su diagnostico a simple observacion; esto sumado a otros aspectos
socioambientales llevé a que se dejara de prestar atencion a esta enfermedad®. Carlos Chagas, fue
nominado al premio Nobel en dos oportunidades (1913 y 1921) pero el premio nunca le fue

otorgado®. En 1934 muere a los 55 afios de edad de una aparente insuficiencia cardiaca.
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En ese mismo tiempo, la intervencion de los médicos argentinos Salvador Mazza y Cecilio
Romaiia, marcaron una nueva etapa cuando informaron que habian encontrado muchos casos de la
enfermedad de Chagas en el Chaco argentino. Mazza estudi6 las caracteristicas de la enfermedad,
trazd un mapa de su distribucion y transmitié sus conocimientos a los médicos de las localidades
donde llegaba. Certifico mas de 1200 casos de Chagas en Argentina. A la par, los avances
tecnologicos permitieron introducir nuevos métodos clinicos de diagndstico (xenodiagndstico) que
finalmente confirmaron, al mundo entero, los hallazgos de Carlos Chagas y ya en ese momento la
presencia de la enfermedad en varios paises de América®. Si bien es cierto que el conocimiento de la
enfermedad como tal se did a partir de los descubrimientos de Chagas, existen reportes del ADN del
parasito en restos de humanos momificados de hace mas de nueve mil afios de antigliedad
encontrados en el desierto de Atacama, Chile y en los tejidos de una momia inca peruana®®"’. Estas
culturas recurrian a ambientes oscuros y muy secos para conservar los restos humanos y los insectos
vectores del orden hemiptero, al cudl pertenecen los triatominos, y que tienen una distribucion
geografica en esas zonas, pudieron estar presentes en esos ambientes. La presencia antigua de estos
vectores queda también evidenciada en los registros en las cronicas de exploradores y naturalistas
como Charles Darwin quien cuenta que en marzo de 1835, mientras pasaba la noche en la ciudad de
Mendoza-Argentina, experimentd el “ataque de la vinchuca, el gran bicho negro de las Pampas”. Se
cree que los problemas cardiacos que lo acompaifiaron en las tltimas etapas de su vida se debia a la
enfermedad de Chagas que pudo contraerla en ese entonces, aunque esto no se ha podido demostrar*®,
En la Figura 5, se representa la linea de tiempo con los afios y los eventos mas preponderantes en la

historia de la enfermedad de Chagas.
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Figura 5: Linea de tiempo con los primeros casos humanos de la enfermedad de Chagas reportados en América
Latina. Tras el informe del primer paciente confirmado (Berenice) en Brasil por Carlos Chagas en 1909, se
reportaron casos en El Salvador, Venezuela, Peru, Costa Rica, Paraguay, Guatemala, Chile, México, Bolivia,
Colombia, Nicaragua, Argentina y Honduras. En 1935, se asocio la seiial de Romaiia con la forma aguda de la
enfermedad, y se propuso el xenodiagnéstico como un método de diagnostico. En 1960 se inicio la implementacion
de programas gubernamentales para controlar la enfermedad de Chagas (EC), en América Latina™.

1.1.4. Epidemiologia de la enfermedad de Chagas

Esta parasitosis, de dificil diagndstico y deteccion, se ha extendido no solo por el continente
Americano sino por el resto del mundo, por lo que hoy la enfermedad de Chagas se ha convertido en
un problema de salud publica mundial. En la Figura 6, se puede observar el mapa de distribucion

geografica de la enfermedad de Chagas.
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Figura 6: Distribucién geogrdfica de la enfermedad de Chagas™. El tamafio de los circulos es proporcional a los
casos estimados. Los colores de los circulos determinan el tipo de transmision.

La transmision vectorial es la mas prevalente en poblaciones rurales de Latinoamérica con
insectos vectores domiciliados y peridomiciliados. Las zonas endémicas se extienden desde el sur de
Estados Unidos hasta el cono sur donde Bolivia, Argentina, Paraguay y Brasil son los paises con

mayores casos de esta enfermedad. La transmision oral por la contaminacion de alimentos es una de
-140 e ~
las formas que se presenta actualmente en algunas zonas del Brasil . En los tltimos afios se han

registrado pacientes infectados por 7 cruzi en paises no endémicos. Las migraciones humanas han
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sido sefialadas como el factor critico para la aparicion de la enfermedad de Chagas en areas donde
previamente no se habia descrito. Debido a esto, la enfermedad se ha extendido a otros continentes
donde se transmite por otras vias como la congénita, transfusional y por trasplantes de érganos.

Europa y Estados Unidos son las zonas con mayor numero de casos estimados, aunque también se
. . 41 .
han documentado casos en Asia y en Oceania’ . Se calcula que en el mundo hay entre 6 y 7 millones

de personas infectadas por Trypanosoma cruzi, la mayoria de ellas en América Latina. Su existencia
y prevalencia, en estos paises, se ampara en un contexto socioambiental dado que se encuentra
asociada a la pobreza y a las malas condiciones de las viviendas principalmente de las zonas rurales y

en los cinturones de pobreza alrededor de las grandes ciudades donde existe mucha migracion de
. 42 . . .
personas infectadas ™. Indicadores como la presencia de vectores, seroprevalencia, enfermedad

clinica y sangre infectada en los bancos de sangre son los considerados relevantes y confiables para

estimar una cuantificacion real de la enfermedad.

1.1.5. Mecanismo de transmision de la infeccion

El Trypanosoma cruzi puede infectar al humano utilizando diferentes vias de transmision que
se podria clasificar en vectorial y no vectorial. La transmisién vectorial o dependiente de un agente
vector, se da principalmente por la inoculacion del parasito, presente en las heces de los triatominos,
a través de la piel y de las mucosas, y de forma secundaria por via oral, a través de la ingesta de
alimentos contaminados con las heces de estos triatominos®®. Aunque se han identificado mas de 130
especies de vinchucas triatominas*’, solo unas pocas son vectores competentes para T cruzi. Triatoma
infestans, Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata son las tres especies de vectores mas importantes
en la transmision de T cruzi al ser humano. Histéricamente, T infestans ha sido el vector mas
importante y el principal en las regiones endémicas. La transmision no vectorial puede darse por
transfusiones de sangre infectada y hemoderivados, también se puede producir a través de trasplantes
de o6rganos infectados como el rifion, médula 6sea, corazon, etc. Otras formas de transmision ocurren
en accidentes de laboratorio por contacto directo con vinchucas o sangre infectada y/o manipulacion
del parasito, también se da la transmision vertical o congénita (de madre a hijo). El parasito puede
pasar al feto en cualquier fase de la infeccion, y en cualquier momento de la gestacion, incluido el
parto, debido al contacto del recién nacido con las mucosas y la sangre materna*. Sin embargo, hasta
la fecha no hay indicios de que exista una transmision por medio de la leche materna. Tampoco se

describen casos de transmision por contacto sexual ni por contacto con las mucosas de la boca.
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1.1.6. Prevencion de la transmision

Debido a la complejidad antigénica del T. cruzi, las diferentes vias de transmision, la falta de
recursos del sistema sanitario de los paises endémicos, entre otros aspectos, el control del avance y la
prevalencia de la infeccidn se basa principalmente en la prevencion. La interrupcion de la transmision
domiciliar y peridomiciliar se ha visto favorecida mediante el control vectorial del 7. infestans. La
principal medida tiene que ver con la forma en la que estan construidas las casas, es importante evitar
hacerlas de adobe con techos de paja, debido a que en estas estructuras se crean muchos huecos o
fisuras donde los triatominos se pueden esconder durante el dia, también es necesario mejorar la
higiene del hogar, y por las noches utilizar mosquiteros ya que estos insectos se alimentan en esos
momentos*’. En cuanto al control por parte de la salud publica, la implementacion de insecticidas
piretroides ha presentado resultados variables de un pais a otro***’. Sumado a estos mecanismos de
control es necesaria una constante vigilancia epidemioldgica, ya que los triatominos son ejemplares
autoctonos del area y no pueden ser eliminados en su totalidad. Por otro lado, para reducir los casos
de infeccion por via oral, resulta indispensable la correcta higiene en la preparacion, transporte,
almacenaje y consumo de alimentos. La transmisién por transfusion de sangre se elimina al
seleccionar a los donadores con las pruebas seroldgicas correspondientes. La transmision dentro de
los laboratorios se mitigan facilmente al aplicar las buenas practicas y normas de bioseguridad. La
prevencion de la transmision congénita esta enfocada en el recién nacido. Por lo que se hace
imprescindible realizar las pruebas correspondientes a los recién nacidos de madres infectadas y asi
detectar la presencia del parasito a tiempo. Una deteccion temprana permitird que estos puedan ser

tratados con los farmacos disponibles mostrando una alta eficacia para esos casos*.

1.1.7. Desarrollo de la enfermedad: Manifestaciones clinicas

Se distinguen dos fases luego de la infeccion por 7. cruzi, la fase aguda y la fase cronica. En
la Figura 7, se muestra un esquema representativo del desarrollo de la enfermedad en una linea de
tiempo. La fase aguda dura entre quince y sesenta dias y es la que ocurre inmediatamente después de
la infeccion con el parasito. Se caracteriza por la presencia de grandes cantidades de tripanosomas
circulando en la sangre del hospedador (alta parasitemia)®. En la mayoria de los casos, no viene
acompafiado de sintomas o si los hay son leves y no especificos. Se describen fiebre prolongada,
diarrea, dolor de cabeza, cansancio, irritabilidad, vomitos, falta de apetito, malestar general, pero
pasan desapercibidos por ser sintomas comunes a otras afecciones. A veces, la infeccion aguda puede
estar asociada a un chagoma de inoculacion (inflamacion e hinchazon cutanea del sitio de entrada del
parasito mas frecuente en el rostro y extremidades por ser las zonas mas expuestas) o a una lesion

ocular, denominada signo de Romafia que se presenta como edema de color rosado violaceo claro,
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indoloro y duro. En algunos casos se pueden observar manifestaciones severas con cuadros de
meningoencefalitis y miocarditis aguda®®. Cuando este sintoma esta presente, el diagnéstico es
preciso. El periodo de incubacion de la etapa aguda comprende 4 a 10 dias y se observa una alta
efectividad al tratamiento con los antiparasitarios existentes®'. La fase cronica deviene después de la
fase aguda. Puede presentarse en dos formas, la indeterminada o latente y la forma sintomatica. La
fase crénica puede durar toda la vida del individuo y muchas veces pasar desapercibida. Representa
entre 50% y 70% de todos los pacientes infectados™. El porcentaje de personas que desarrollara algiin
cuadro clinico depende, entre otras cosas, de la edad, el estado nutricional y el estado del sistema de
defensa (sistema inmune). En estos casos, los parasitos invaden los 6rganos y musculos y en un
porcentaje alto de pacientes aparecen los sintomas frecuentes como la cardiopatia chagésica, que se
caracteriza por su gravedad y representa la principal causa de muerte de los enfermos®, y los
sindromes digestivos progresivos como el megaeséfago y el megacolon. En esta fase existe una
parasitemia baja, por tanto, se requiere de técnicas inmunoldgicas especificas para su deteccion. Para
los casos cronicos, el tratamiento antiparasitario no resulta efectivo®. De acuerdo con la
caracterizacion de las fases del Chagas, es importante destacar la diferencia que existe entre estar
infectado por el Trypanosoma cruzi y estar enfermo de Chagas. Se dice que esta infectado quien se
encuentra en alguna de las dos primeras etapas descritas. Tiene el parasito en su organismo pero no
manifiesta signos o sintomas clinicos. Mientras que esta enfermo de Chagas quien se encuentra en la

etapa cronica sintomatica, manifestando afecciones de diversa complejidad en su salud.
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Figura 7: Desarrollo de la enfermedad en el tiempo. La fase aguda de la infeccion por Trypanosoma cruzi viene
acompariado de varios sintomas y una alta parasitemia que comienza a disminuir después de 4 semanas.
Durante la fase crénica, la parasitemia baja y los sintomas permanecen ocultos durante afios™.

1.1.8. Diagnostico

El diagnédstico de la infeccion puede darse en cualquiera de las fases pero requiere la

utilizacién de datos clinicos, epidemioldgicos y de laboratorio®®. La fase aguda tiene una duracion de

23



Introduccién

4-8 semanas y se caracteriza por una elevada parasitemia que puede ser detectada por métodos
parasitologicos directos como el examen en fresco de sangre extraida de pacientes infectados,
también el xenodiagndstico y hemocultivos®’. En la fase cronica, la parasitemia desciende y ya no es
posible utilizar los métodos directos, por lo que las técnicas no parasitologicas como PCR* y las
inmunoserologicas (ELISA, IFI, Hemoaglutinacion indirecta) son las apropiadas. Para que el
diagndstico, en casos cronicos, tenga alto grado de certeza deben realizarse al menos dos pruebas
serologicas, utilizando técnicas distintas. Ambos resultados deben ser concordantes. En los casos de
discordancia, es decir con una prueba positiva y otra negativa, debe realizarse una tercera técnica®.
Ademas de las pruebas parasitologicas y seroldgicas, para determinar la situacion de cada persona, es
necesario que todos los diagnoésticos de laboratorio (en fase aguda y crénica) sean acompafiados por
una evaluacion clinica, que puede incluir estudios como electrocardiograma, radiografia de torax o

ecocardiograma, hepatograma, entre otros®>¢',

1.1.9. Tratamiento

La infeccion por Trypanosoma cruzi no discrimina edad ni sexo. Este es un pardsito con gran
capacidad de sobrevivir y adaptarse a ambientes tan cambiantes como el intestino de una vinchuca, el
torrente sanguineo y el interior de una célula humana. Ademas, puede resistir, camuflarse y/o evadir a
nuestro sistema inmune. En la actualidad no existe una vacuna contra el agente causal de la

enfermedad pero se puede tratar y en algunos casos curar®.

Podemos definir dos tipos de tratamientos, el etioldégico que apunta al origen de la infeccion,
es decir al parésito; y el tratamiento de las manifestaciones clinicas®. El tratamiento etioldgico se
basa en el uso de farmacos antiparasitario, y es altamente efectivo si se aplica al poco tiempo de
producirse la infeccion (fase aguda), sin embargo, su eficacia disminuye a medida que transcurre el
tiempo desde el inicio de la infeccidon y poseen importantes efectos secundarios®. Con el tratamiento
antiparasitario (o tripanocida) se apunta, a nivel individual, a curar la infeccion y a prevenir que el
parasito pueda invadir y lesionar los organos. A nivel poblacional, se busca disminuir las
posibilidades de transmision del 7. cruzi.Se ha demostrado que el tratamiento etioldgico es tanto mas
efectivo cuanto antes se realice, esto implica una eficiencia mayor en estadios tempranos de la fase
aguda, asi como en nifios/as y adolescentes, alcanzandose en estas condiciones un éxito de curacion

del 70 - 95 %. La eficacia del tratamiento en nifios es alta en cualquiera de las fases®.

Los dos medicamentos disponibles que se encuentran en el mercado desde hace mas de 40

afios, para estos tratamientos son el nitroimidazol comercialmente conocido como Benznidazol

(BNZ), y el nitrofurano Nifurtimox (NFX)66’67 (Figura 8). El mecanismo de accién de estos
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farmacos implica dafio en el ADN mitocondrial del parasito y la producciéon de radicales libres e

inhibicién de la sintesis de proteinas y cadena respiratoria en los protozoarios, impidiendo su
replicaci()n68. El uso de estos antiparasitarios esta descrito desde la década del 70" y sigue en

vigencia. Son los Unicos medicamentos con eficacia comprobada contra la enfermedad de Chagas,
aunque resultan poco eficaces en la fase cronica de la enfermedad y muy toxicos en el humano,

produciendo efectos adversos (dermatoldgicos, digestivos, neuroldgicos, entre otros) en mas del 40%

de los pacientes tratad0569, cuya intensidad y frecuencia suelen aumentar en funcion del tiempo de

tratamiento’ y de la edad de quien lo recibe, esta es una de las principales razones por la cual los

pacientes no terminan el tratamiento. Otro problema recurrente, al cual se enfrentan los pacientes, es

que provienen de lugares muy distantes, y no tienen un facil acceso a los centros de distribucion
farmacologica de estos medicamentos, lo que favorece al abandono del tratamiento’ . Aunque la

toxicidad de estos compuestos es alta, a falta de otras opciones, el benznidazol y el nifurtimox
seguiran siendo parte del tratamiento en el futuro proximo, por lo que urge encontrar nuevos

protocolos o combinaciones con otros farmacos para lograr una maxima eficacia con una minima
. . 2 . o g . . .,
toxicidad’?. Actualmente estos medicamentos no son comercializados, su distribucién es controlada

por los organismos de salud de cada pais.

Nifurtimox (NFX) Benznidazol (BNZ)

/ \
NZ/Q\CH:N_N/_\SOZ ')L /\©

"o ")

Figura 8: Estructuras quimicas de los compuestos Nifurtimox y Benznidazol

El desarrollo de una vacuna contra la enfermedad, un mayor apoyo en la bisqueda y el
esclarecimiento de los mecanismos relacionados con invasion celular, la respuesta inmune, la
patogénesis de la enfermedad y marcadores que permitan pronosticar el desarrollo de la misma, asi
como también, encontrar un tratamiento antiparasitario mas eficiente siguen siendo objetivos
pendientes a alcanzar junto con el control de la transmision y la prevencion de la enfermedad de

Chagas mediante el acceso a la salud publica de las poblaciones de riesgo.
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1.2. Productos naturales

1.2.1 Productos naturales en la medicina tradicional

El empleo de las plantas y otros recursos naturales para la alimentacion del hombre y curar o
aliviar dolencias, se remonta a siglos pasados. Esas experiencias transmitidas de generacion en
generacion basadas en las creencias, conceptos y practicas empiricas dieron origen a lo que hoy se

conoce como medicina tradicional. Esta forma parte del acervo cultural y se ha desarrollado en
, ;g .73 ~ . .
muchos paises con caracteristicas propias’”. Desempefia un papel especialmente importante en

comunidades aisladas o de bajos recursos, ya que muchas veces es la tnica opcion de cura o
tratamiento paliativo a la que la poblacion tiene acceso. La utilizacién de plantas en la medicina
tradicional no es casualidad, hoy se sabe que las especies vegetales elaboran cientos de sustancias
organicas, conocidas como metabolitos, que se clasifican en dos tipos: primarios y secundarios. Se
define como metabolitos primarios a los compuestos quimicos que son necesarios para la vida,
crecimiento y reproduccion de todos los organismos vivos incluyendo a las especies vegetales. Son
producidos mediante reacciones bioquimicas que realizan las células a partir del carbono, nitrégeno y
energia térmica. La glucosa y otros azucares, los acidos grasos, lipidos y ceras, los aminoacidos y con
ellos las proteinas, ademas de vitaminas y reguladores de crecimiento, entre otras sustancias
esenciales son ejemplos del metabolismo primario. Estas sustancias tienen funcion directa en
procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de solutos, sintesis de
proteinas, carbohidratos y lipidos. Por su parte, los metabolitos secundarios o también llamados

productos naturales, son compuestos quimicos sintetizados a partir de excedentes del metabolismo
primario74. Son, en principio, no esenciales para la vida pero contribuyen definitivamente a la
adaptacion de las especies y su supervivencia, ya que intervienen en funciones biologicas y
ecoldgicas. Estas pequefias moléculas ejercen una amplia gama de efectos sobre la propia planta y
sobre otros organismos vivos”. Actlian como aleloquimicos interviniendo en las funciones de la
planta o de los organismos con los que interacciona, y son el recurso del cual se valen para existir y
sobrevivir considerando que son organismos sésiles y no pueden huir de los peligros. Inducen la
floracion, la fructificacion y la abscision, mantienen el crecimiento perenne o sefialan el
comportamiento caducifolio. Entre los productos naturales se encuentran sustancias odoriferas que
desempefian el papel de atrayentes o, por el contrario, como repelentes de animales’®. Otras
sustancias son pigmentos que proporcionan colores intensos a las flores y frutos que favorecen la
polinizacién y fuente de alimentacion de animales, también existen sustancias con funciones de
defensa con sabores amargos o venenosas impidiendo la predacion de las mismas o bien, sustancias

toxicas para determinados patdogenos que enferman a las plantas. Las hierbas medicinales y muchos

. . . . 77
medicamentos modernos dependen de los metabolitos secundarios para sus acciones''. Estos
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compuestos tienen un importante y significativo valor medicinal y econdmico, derivado éste tltimo
. . - . . (.. T8 ,
de su uso en la industria cosmética, alimentaria y farmacéutica’. Un gran nimero de estos productos

naturales, que ya se usaban en la medicina antigua como remedios para combatir enfermedades, se
utilizan en la actualidad como medicamentos, resinas, gomas, potenciadores de sabor, aromas,
colorantes, etc. Los metabolitos secundarios incluyen diferentes tipos de compuestos donde
encontramos a los carotenos, cumarinas, ésteres alifaticos, esteroides, ésteres aromaticos, fenoles,
flavonoides (antocianinas, chalconas, isoflavonoides, flavonas, flavonoles, flavanonas, quercetina),
gomas, glucdsidos y glicdsidos, iridoides, lignanos y neolignanos, mucilagos, pectinas, quinonas
(antraciclinonas, antraquinonas, benzoquinonas, naftoquinonas), resinas, saponinas, taninos, terpenos,

etc. Aunque podria hacerse una gran clasificacion en 4 grupos: terpenos (mono, di, tri y
sesquiterpenos)76, compuestos fendlicos, glicésidos cianogénicos y alcaloides. Es importante destacar

que no todos los metabolitos secundarios se encuentran en todos los grupos de plantas; estos tienen
una distribucion diferencial entre grupos taxonémicos, por lo que la diversidad bioldgica favorece la
diversidad quimica de los metabolitos secundarios, asi también varian su concentracién y
localizacion. Ellos pueden sintetizarse en determinados érganos (hoja, tallo) y almacenarse en otras
estructuras distintas, por ejemplo: flores, semillas, raices o rizomas o en todo el vegetal. Todas estas

propiedades biologicas hacen a las plantas un recurso natural de alto valor econémico y medicinal.

El uso responsable de estos recursos naturales es indispensable, pues si bien es cierto que
existen partes de las plantas que son renovables (hojas, frutos, flores) necesitan un tiempo para volver
a generarse, mientras que hay otras partes, como la corteza, que no se renuevan o que requieren de
muchos afios para regenerarse, por lo que una extraccion inadecuada implicaria la muerte del

ejemplar.

1.2.2. Productos naturales en la busqueda de nuevos farmacos contra la
enfermedad de Chagas

El desarrollo de nuevos farmacos activos contra 7. cruzi sigue siendo un desafio. El complejo
ciclo de vida y la diversidad genética del parasito, la ausencia de vacunas, las diferentes
sensibilidades a los medicamentos disponibles y la poca atencion de las compaiiias farmacéuticas
hacia las enfermedades desatendidas, son algunas de las razones del lento progreso en este campo.
Considerando que gran parte de las drogas aprobadas y disponibles comercialmente para el
tratamiento de diversas dolencias y enfermedades tienen como base compuestos y derivados de
origen natural, y atendiendo a la diversidad estructural y quimica que estos presentan, los productos
naturales siguen siendo excelentes puntos de partida para encontrar potenciales farmacos bioactivos o

derivados asociados”. En la Figura 9, se muestra un grafico de torta donde se representa el origen
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del total de las drogas aprobadas y comercializadas, desde 1981 hasta el 2019, para el tratamiento de
determinadas enfermedades humanas®®, observandose que del total de 1881 compuestos,

aproximadamente 441 compuestos provienen de compuestos naturales y de sus derivados.

La penicilina, la morfina, la atropina, la colchicina, la efedrina, son ejemplos importantes de
drogas de origen natural que marcaron la historia de la medicina y que se siguen comercializando
hasta la fecha. El descubrimiento de la quinina a partir de Cinchona succirubra y su posterior
desarrollo como farmaco antimalérico, el descubrimiento de la artemisinina y de la avermectina,
representan un hito en la historia de los fArmacos antiparasitarios porque cambiaron el tratamiento de

las enfermedades parasitarias en todo el mundo®'.

S*/NM, 207, 11 V, 142,75 B, 346, 18.4
Figura 9: Origen del total de drogas
aprobadas y comercializadas desde 1981
hasta 2019 para el tratamiento de
enfermedades humanas. “B”: Bioldgico;

' = "N": Producto natural. "NB": Producto
natural botanico. "ND": Derivado de un
producto natural 'y generalmente una
Y modificacion semisintética. "S":

i Medicamento totalmente sintético. "S*":
S/NM, 217, 11.5 . ’ .

3 Producido por sintesis total, pero el
D 356,189 Jfarmacaoforo es/fue un producto natural.

"V": Vacuna. "NM": Imitador de
producto natural®®.

8%, 6§,3.2

S, 463,24.6
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La prevalencia de enfermedades que datan de la edad antigua como el Chagas, lepra,
tuberculosis, y el surgimiento de nuevas enfermedades en la actualidad, ponen de manifiesto la
necesidad de la busqueda constante de compuestos quimicos que puedan utilizarse para el desarrollo

de nuevos farmacos que combatan y eliminen dichas enfermedades.

1.2.3. Antecedentes bibliograficos de las familias y especies vegetales
analizadas en esta tesis.

El bosque atlantico sudamericano sigue siendo uno de los ecosistemas mas diversos del
planeta. Aunque se ha perdido mas del 90 % de su extension original, una gran parte del bosque
lluvioso mas meridional que queda, se encuentra en la provincia de Misiones, Argentina. En este
bosque se encuentran familias de especies vegetales que tiene un alto valor medicinal para las
comunidades que habitan esa region, ya que muchas de ellas son utilizadas de manera empirica contra
diversas dolencias. Hoy sabemos que estos usos, no son casualidad, pues estas especies presentan en
sus partes, estructuras compuestos quimicos que se describen con propiedades medicinales. A
continuacion, se presentan las familias de plantas y determinadas especies utilizadas en este trabajo de

investigacion.
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o Familia Asteraceae

Se la conoce también como la familia de las margaritas, de los girasoles o de los cardos. Son
angiospermas, la mayoria de las especies son herbaceas mientras que las arbustivas son menos
frecuentes. Se calcula que abarca unos 1600 géneros y mas de 23.500 especies®. Se caracterizan por
ser una fuente rica en fitoquimicos como alcaloides, cumarinas, flavonoides, benzofuranos, esteroles y

terpenoides®*

. Presentan una amplia distribuciéon geografica y una gran plasticidad adaptativa,
abarcando una amplia variedad de habitats en regiones polares como tropicales pero son mas
abundantes en las regiones templadas y calidas®. Poseen una gran importancia ecoldgica siendo las
inflorescencias de esta familia atrayentes de una amplia variedad de polinizadores como por ejemplo,
mariposas, abejas, moscas y escarabajos. Muchas especies tienen un valor econémico como plantas
alimenticias, aromadticas, ornamentales. Otras, poseen propiedades medicinales y son utilizadas para
tratar una amplia variedad de dolencias como fiebre, diarrea, disenteria, célico intestinal,
enfermedades respiratorias, trastornos gastrointestinales, problemas de la piel, asi también, para tratar
enfermedades cronicas como la diabetes y la hipertension®. Existen reportes que indican que los
extractos puros y metabolitos secundarios aislados, incluyendo aceites esenciales, pueden inhibir
parasitos protozoarios tales como Plasmodium, Trypanosoma, Leishmania amazoensis®’, gusanos
intestinales®®*, Trypanosoma cruzi®®, Trypanosoma brucei®.

Entre las asteraceas analizadas para este trabajo, se encuentran Achillea millefolium y

Baccharis trimera.

(J Achillea millefolium

Conocida cominmente como Milenrama, es una de las 130 especies que tiene el género
Achillea cuya clasificacion taxondmica® puede verse en la Tabla 2. Son plantas aromaticas con flores

perennes (Figura 10).

Tabla 2: Clasificacion taxondémica de Achillea millefolium

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceac
Género: Achillea
Especie: Achillea millefolium

Investigaciones fitoquimicas de especies de Achillea han revelado que muchos componentes
de este género son altamente bioactivos. Se encontraron flavonoides, terpenoides, lignanos, derivados
de aminoacidos, acidos grasos y alcamidas, estas Ultimas son responsables de las actividades

insecticidas, antiinflamatorias y algunas inmunoldgicas de las Achillea. También producen aceites
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esenciales que contienen monoterpenos y altos niveles de sesquiterpenos”. Se describe el uso de las
hojas y flores tanto de forma interna como externa en la medicina tradicional para tratar una variedad
de dolencias como fiebre, problemas de la piel, infecciones urinarias, transtornos menstruales,
enfermedades gastrointestinales y respiratorias, cicatrizante, antiinflamatoria, antibacterial, antiviral,
hipotensor, etc®. También se ha descrito actividad tripanocida de los aceites esenciales” y de los
extractos puros de las partes aéreas de la planta®. Estos resultados motivaron nuestro analisis de la

especie.

Figura 10: Ejemplares de Achillea millefolium como modelo de observacion. Se observan: en Ay B, el porte de la
planta (arbusto); y en C, la inflorescencia.

() Baccharis trimera
Conocida cominmente como Carqueja o Jaguarete ka'a (en Paraguay), es una de las 500

especies que pertenece al género Baccharis®, cuya clasificacion taxondémica se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3: Clasificacion taxondmica Baccharis trimera.

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Baccharis
Especie: Baccharis trimera

Es una especie arbustiva perenne cuyas hojas estan reducidas a bracteas. Las flores son
. .98 . . i
blanquecinas en espigas = (Figura 11). En su composicion fitoquimica se encuentran compuestos

fenolicos, flavonoides y diterpenos como sus fitoconstituyentes principalesgg. Es conocida

tradicionalmente por sus propiedades curativas frente a diferentes “males” o enfermedades,

incluyendo enfermedades hepaticas, trastornos gastrointestinales, fiebre, dolor de cabeza, trastornos
de la piel, infecciones y enfermedades respiratoriasloo, pero también hay reportes de que posee

propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas, diuréticas y que tiene efecto
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Vermifugolm. También se ha utilizado para regular el azicar en la sangre, y ha sido investigada por

. . . . 102

sus propiedades antitumorales y para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares 2’ Se han
encontrado algunos antecedentes de esta especie vegetal donde se muestran sus propiedades
antiparasitarias contra algunos protozoarios y gusanos intestinales lo que nos permitié prestar interés a

esta especie para nuestros analisis en 7. cruzi.

Figura 11: Ejemplares de Baccharis trimera como modelo de observacion. Se observan: en A, las hojas; en B, el
porte de la planta (arbusto); y en C, las flores en espiga.
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o Familia Moraceae

La Moraceae, comunmente conocida como la familia de las moras o la familia de los higos, es
una familia de plantas con flores y frutos que comprende alrededor de 40 géneros y mas de 1500
especies'®. Pueden ser arboles o arbustos, con hojas perennes o caduciformes; raramente son hierbas.
En su mayoria son plantas tropicales y subtropicales. Su distribucion geografica se extiende por varios
continentes aunque la mayoria de los géneros estan presentes al sur del continente Americano.
Muchas especies lefiosas son importantes componentes de los bosques lluviosos de Amazonas. En
Centro América y el Caribe existe menor diversidad de esta familia'®. Se ha detectado la presencia de
taninos, flavonoides, glucdsidos cardiotonicos, saponinas, sapogeninas, lactonas, cumarinas, esteroles
e isoprenoides entre sus componentes quimicos principales'®. Los representantes de la familia
Moraceae tienen gran importancia econdmica porque son utilizados comunmente como frutos
comestibles con altos valores nutricionales, siendo la mora y el higo los ejemplos mas conocidos en

esta region'®

. Los gusanos de seda son invertebrados que también se alimentan de algunas especies de
esta familia, y la corteza de otras se utiliza para la fabricacion de productos textiles y papel. Varios
géneros también son muy apreciados por la calidad de su madera y por la produccion de latex,
mientras que otros son utilizados como ornamentales. En la medicina tradicional se utiliza en casos de
mordeduras de serpientes, control de la diabetes, hipertension, como antihelmintica, antiparasitaria,
antiinflamatorias'”’, antifungicos!'%, también se citan propiedades de antioxidantes '*.

La Moraceae analizada en este trabajo es la conocida popularmente como Mamica de Cadela
(Brosimum gaudichaudii) a quien se le ha atribuido propiedades antifingicas y antiparasitarias en 7.

cruzi, para esta especie.

O Brosimum gaudichaudii

Mamica de Cadela, es una especie frutal, se presenta como un arbusto lechoso y pequefio
(Figura 12), comun en la zona del Cerrado del Brasil. Presenta pequefias frutas comestibles ricas en
nutrientes y propiedades fitoquimicas que la hacen interesante para las industrias farmacéuticas,
cosméticas y alimentarias. Pertenece al género Brosimun y su clasificacion taxondmica''’ se muestra

en la (Tabla 4).

Tabla 4: Clasificacion taxonomica de Brosimum gaudichaudii

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Rosales
Familia: Moraceae
Género: Brosimum
Especie: B. gaudichaudii

Flavonoides, cumarinas, arilbenzofuranos, terpenoides, estilbenos, xantonas y ésteres son

32



Introduccién

"1 Esta especie es conocida por su

algunos compuestos presente en las raices, corteza y fruto verde
uso popular principalmente en el tratamiento de vitiligo y otras enfermedades que causan
despigmentacion. También se describe su uso contra la bronquitis, discromias, la gripe, la mala
circulacion, tlcera de estémago, resfriados y varias otras enfermedades'®. Se han atribuido
propiedades antifingicas al extracto etandlico de la corteza del tallo de B. gaudichaudii en Candida
albicans y Candida sp'* , aunque se desconoce el compuesto que interviene en la actividad. Existen
reportes sobre la actividad tripanocida del extracto hidroalcohélico de las hojas de B. gaudichaudii

mostrando resultados alentadores en analisis in vivo en ratones infectados con el estadio

tripomastigotes sanguineos de 7. cruzi'®.

Kigura 12: Fjemplares de Brosimum gaudichaudii como modelo de observacion. Se observan: en A, el fruto; en B,
el porte de la planta (arbusto); y en C, la inflorescencia.
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o Familia Aristolochiaceae

La familia Aristolochiaceae esta representada por el género Aristolochia, con
aproximadamente 550 especies. Las especies de aristolochia son hierbas perennes, subarbustos o
arbustos, a menudo escandentes, trepadoras, a veces lianas, generalmente con rizomas o raices
tuberosas o rastreras''®. La distribucion global de aristolochia incluye las franjas tropicales,
subtropicales y templadas de todos los continentes, aunque se estima que el 75% de las especies se
encuentra en las Américas'’®. Sus usos mds comunes son en la ornamentacion y en la medicina. En
medicina tradicional, es utilizada como desinfectante y antiinflamatorio para curar granos y llagas de
la piel, como analgésico para el dolor de muelas, asi también para tratar dolores reumaticos, como
purificador de la sangre, abortivo''®. También se describen propiedades antiparasitarias,
antibacterianas, neuroprotectoras, antiespasmoddicas y algunas especies presentaron compuestos
agonistas a opioides, por lo que podrian presentar funciones antiadictivas contra ciertas sustancias'"’.
En cuanto a la composicion quimica, la aristolochiaceae se caracteriza por presentar metabolitos
secundarios del tipo acidos y ésteres aristoloquicos, aristolactamas, aporfinas, protoberberinas,
isoquinolinas, benzilisoquinolinas, amidas, flavonoides, lignanos, éteres de bifenilo, cumarinas,
tetralonas, terpenoides (mono-, sesqui-, y diterpenoides), benzenoides, esteroides, y en sus hojas se
encuentran aceites esenciales''®. La presencia del acido aristoloquico es muy frecuente en muchas
especies de Aristolochia y se ha demostrado que son nefrotoxicos, carcinogénicos y mutagénicos'"’.
También se ha descrito que en Nigeria, las raices y las semillas de algunas especies de aristolochia son
ricas en taninos y alcaloides y eran utilizadas para tratar la malaria, enfermedades de la piel,
disenteria, célicos, mordeduras de serpientes y como adyuvante'?,

En este trabajo se analizara la especie Aristolochia triangularis, conocida cominmente como

Ysypo mil hombre!’%,

() 4ristolochia triangularis

Su clasificacion taxondmica'®' se muestra en la Tabla 5. Es una especie de planta con flores,

trepadora (enredadera), perenne (Figura 13).

Tabla S: Clasificacion taxondémica de Aristolochia triangularis

Reino: Plantae
Divisién: Fanerogama Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Piperales
Familia: Aristolochiaceae
Género: Aristolochia
Especie: A. triangularis

Es muy utilizada en la ornamentacion y en la medicina tradicional en Sudamérica,

especialmente en Brasil y Argentinaln. Los preparados que contienen hojas y/o tallos se utilizan

34



Introduccién

tradicionalmente como antiinflamatorios, diuréticos y como antidoto contra las mordeduras de

122

serpientes ““. En Brasil es muy utilizada para el control de la diabetes por poseer propiedades

123

hipoglucemiantes debido a la presencia de lignoides, alcaloides y flavonoides glucosilados “”. La

infusion de flores es bebida por las parturientas antes de dar a luz, ya que contiene acido aristoloquico,

un vasodilatador que, probablemente favorece la dilatacion uterina. Ademas, se usa como abortivo' 2,

Contiene resinas, taninos, saponinas, fitoserina, aceites esenciales, peroxidasa y aristoloquina, cuyo

extracto, en dosis elevadas, produce la llamada “embriaguez aristoloquica”, cuyos sintomas son
. , ~ . . 125 .
vomitos, nauseas, pulso acelerado, suefio agitado y perturbaciones cerebrales “~. Se han descripto

analisis de la actividad biologica de los extractos, fracciones y compuestos aislados de las hojas y
tallos de A. tringularis encontrandose reportes de: sobre lineas celulares de cancer de pulmén humano
con resultados prometedores (CC50: 2.93 pg/mL). Ademas se detectd una actividad antimicrobiana
moderada contra Staphylococcus aureus con la fraccion de cloroformo obtenida de las hojas mientras
que esta misma fraccion mostrd resultados prometedores contra Leishmania amazonensis, aunque no

se pudo identificar, dentro de la fraccion, al compuesto puro responsable de la actividad. Estos

1126.

estudios motivaron nuestro analisis a esta especie vegeta

Figura 13: Ejemplares de Aristolochia triangularis como modelo de observacion. Se observan: en Ay B, el porte de
la planta (enredadera); y en C, las flores.
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e Familia Bignoniaceae

Esta familia comprende alrededor de 120 géneros y 800 especies distribuidas en regiones
tropicales y subtropicales, centrada en el norte de América del Sur, aunque también existen muchas
especies en Africa y Asia'?’. Sus representantes presentan porte de arboles, arbustos, trepadoras y
lianas, con flores muy vistosas, generalmente en inflorescencias. El fruto se presenta en forma de
capsulas y algunas veces en forma de baya. Varios géneros incluyen especies de importancia horticola
en regiones tropicales y templadas, incluyendo Bignonia, Campsis, Catalpa, Jacaranda, Spathodea y
Tabebuia. También son muy apreciadas por sus usos para la produccion de madera, con fines
ornamentales y fines medicinales. En medicina tradicional se utiliza como agente antimicrobiano,
contra la diabetes, para aliviar el dolor estomacal, como antiinflamatorio y cicatrizacion de heridas'*®.
Las especies pertenecientes a esta familia han sido ampliamente estudiadas en cuanto a sus
propiedades farmacoldgicas (como extractos y compuestos aislados). En su interior se encuentran
compuestos terpenoides, naftoquininas, alcaloides, flavonoides, esteroles, fenoles, hidrocarburos
aromaticos, aminas, taninos, aceites de semillas etc. También se ha estudiado al compuesto Lapachol
y a sus derivados y se encontrd que tienen actividad antiinflamatoria, antimicrobiana, antifiingica,
antivirale y anticancerigena. Recientemente se ha descrito que presentan actividad significativa como
potencial agente antimaldrico, tripanocida y anti-leishmania'®. Los iridoides (monoterpeno), son
compuestos presentes en estas especies vegetales que tienen propiedades de repelente contra
insectos'*’, por lo que son buenos candidatos para el desarrollo de pesticidas, y también son
estimulantes de la oviposicion y la alimentacion para las especies de animales especializadas en la
captacion del alimento'™'.

En este trabajo analizamos la especie Jacarandd caroba, conocida popularmente como

Karoba.

() Jacarandd caroba
El género Jacaranda contiene 49 especies en todo el mundo. En la Tabla 6, se muestra la

clasificacion taxonomica de la especie.'**

Tabla 6: Clasificacion taxonomica de Jacaranda caroba

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Bignoniaceae
Género: Jacaranda
Especie: Jacaranda caroba

El género esta representado por arboles de gran tamafio con flores vistosas de color violeta, la
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madera, de color gris blanquecino a rosa claro, es ligera, lisa, algo porosa, bastante fragil y de escasa
durabilidad por lo que su valor comercial es debido a la utilizacion como combustible y carbon
(Figura 14). También es muy utilizado con fines ornamentales debido a las flores coloridas que

133

presentan'”’. En Sudamérica, el representante mas utilizado es el Jacaranda caroba. Esta especie es

utilizada en la medicina popular como tratamiento para la sifilis y la fatiga mental. La corteza amarga

es utilizada en infusiones y tiene propiedades astringente, catartica y diurética'*

. Las hojas son ténicas
y también se utilizan en el tratamiento de diversos problemas de la piel. También hay reportes de su
uso para el tratamiento de uretritis, reumatismo y enfermedades causadas por protozoos'*. La
composicion quimica de estd especie estd representada por terpenos, flavonoides, cumarinas'®®.
Jacaranona, es uno de los constituyentes quimicos mas importante de esta especie, ya que existen
reportes de su actividad anticancerigena'’. Existen reportes de actividad leishmanicida in vitro para

extractos puros de partes aéreas y corteza de J. caroba, lo que motivo nuestro andlisis de la

138,139

especie

Figura 14: Ejemplares de Jacaranda caroba como modelo de observacion. Se observan: en A la inflorescencia; en B,
el fruto; y en C, el porte de la planta (arbol).
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e Familia Rutaceae

Esta familia es cominmente conocida como la familia de los citricos. La naranja, el limén, el
pomelo son los tipicos representantes. Presenta 161 géneros y 1815 especies, con una distribucion
cosmopolita en casi toda América, Europa y Africa. Son plantas con flores y las distintas especies
tienen porte de arboles, arbustos o sub-arbustos, lianas o hierbas. Los frutos son bayas, drupas,
hesperidios o samaras'*’. Tienen un alto valor econdmico ya que son especies utilizadas como
comestibles, madera, ornamentales, en cosmética, entre otros. En la medicina popular se utiliza para el
tratamiento de fiebre, hipertension, gastritis, gingivitis, esquistosomiasis, diarrea, cancer, ulcera, dolor
de rifién, esterilidad, gonorrea, laxante, enfermedades infecciosas, etc. Ademas se describen
propiedades antimicrobianas y antifingicas de los extractos de sus hojas y corteza'*'. En cuanto a su
composicion quimica, se han reportado la presencia de alcaloides del tipo acridinas y quinolinas;
flavonoides, cumarinas, fitotoxinas y terpenos'**.

En este trabajo analizamos las especies Helietta apiculata y Balfourodendron riedelianum.
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(J Helietta apiculata

Es conocida cominmente como Canela de Venado en Argentina y como Yvyra ovi en
Paraguay. Es un arbol nativo de América del Sur que se distribuye naturalmente en Brasil, Paraguay, y

Argentina. En la Tabla 7, se muestra la clasificacion taxonémica de la especie'®.

Tabla 7: Clasificacion taxonomica de Helietta apiculata

Reino: Plantae
Divisién: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Sapindales
Familia: Rutaceae
Género: Helietta
Especie: Helietta apiculata

Es una especie arborea, de gran valor economico por el uso de la madera en construccion,
como lefia y carbon. También es utilizado como arbol ornamental. En la medicina tradicional, la
corteza es conocida como afrodisiaca, y es utilizada para tratar lesiones cutaneas y enfermedades
inflamatorias'** (Figura 15). Se describe la presencia de alcaloides furoquinolinicos y cumarinas en
sus hojas y corteza, y que son moderadamente activos contra las formas promastigotes de algunas
especies de Leishmania con valores de 1C50 en el rango entre 17 y >50 pg/mL'*. Existen estudios
donde se probaron extractos puros de la corteza en ratones infectados con 7. cruzi, y expresaron su
posible efecto tripanocida'®. Asi también, otros estudios nombran a la maculina como un compuesto

presente en esta especie y con potencial efecto antiparasitario'*’.

Figura 15: Ejemplares de Helietta apiculata como modelo de observacion. Se observan: en A, las hojas; en B, el
porte de la planta (drbol); y en C, la inflorescencia.
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(J Balfourodendron riedelianum

Popularmente es llamado Guatambu blanco. Su clasificacion taxonomica'*® se muestra en la

Tabla 8.

Tabla 8: Clasificacion taxondmica de Balfourodendron riedelianum

Reino: Plantae
Divisién: Fanerogama Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Sapindales
Familia: Rutaceae
Género: Balfourodendron
Especie: B. riedelianum

El guatambu es una especie importante del bosque alto. Es un arbol de gran porte, pudiendo
alcanzar los 25 metros de altura y diametro superiores a los 90 centimetros en estado natural. Posee
follaje siempre verde, sus frutos son secos, denominados samaras tetraladas (Figura 16). Su
regeneracion natural en el bosque es abundante. No tolera sequia, necesita de ambientes himedos y
calidos para existir'®. Su madera es muy apreciada porque se utiliza en construccién para la
elaboracion de pisos, en la fabricacion de muebles, puertas, lefia. También es utilizada para la
arborizacion de parques, jardines, recomposicion de vegetacion y la recuperacion de areas degradadas,
y en medicina tradicional. En sus hojas y corteza se describe la presencia de alcaloides, terpenos,
flavonoides y cumarinas con posibles actividades inhibitorias que evitan la adhesion de moluscos
marinos a estructuras solidas®. Dos de sus alcaloides furoquinolinicos, la kokusaginina y la
flindersiamina, son reportados como inhibidores del proceso de fotosintesis de la espinaca'®, asi

también se describieron actividad antimicrobiana y antimalarica'®

para dichos compuestos.

Figura 16: Ejemplares de Balfourodendron riedelianum como modelo de observacion. Se observan: en A, las hojas;
en B, el porte de la planta (drbol), y en C, la inflorescencia.

40



Introduccién

1.3. Técnicas moleculares y colorimétricas para la determinacion
de viabilidad celular, y rastreo de compuestos con potencial
actividad tripanocida.

e Proteina verde fluorescente

La proteina verde fluorescente, GFP (Green Fluorescent Protein) por sus siglas en inglés, es
producida por la medusa Aequorea victoria. En su estructura estan presentes 238 aminodcidos, estd
formada por 11 cadenas beta que se disponen en un cilindro cuyo centro esta ocupado por una cadena
hélice alfa (Figura 17). Esta hélice alfa contiene un cromdforo que cuando la luz UV o luz azul
impacta sobre él toma la energia de la luz y se excita, emitiendo luz fluorescente en otra longitud de

onda sin necesidad de aditivos'®.

Estructura tridimensional de la proteina verde fluorescente (GFP)
N-Terminal o-Helice
: 1

Figura 17: Estructura tridimensional de la proteina verde fluorescente (GFP)"*

El gen que codifica esta proteina fue clonado en 1992 y expresado con éxito en E. coliy C.
elegans, y a partir de ahi en distintos organismos celulares como protozoarios, bacterias, hongos,
plantas, animales asi como también en cultivos celulares'®®'®®. Es una herramienta ampliamente
utilizada en la investigacion bioldgica. En biologia celular y molecular es muy utilizada para el
marcado y seguimiento de células in vivo, localizacion de proteinas en células vivas'*, como gen
reportero para analisis de la expresion génica, para estudiar interacciones proteina-proteina y
formacién de complejos proteicos'>, en monitoreo ambiental como un biosensor de toxinas'*® y como
indicador de viabilidad celular en ensayos de citotoxicidad'®®. En general, GFP ha revolucionado la
manera en que los investigadores estudian los sistemas bioldgicos, proporcionando una herramienta
de imagen en tiempo real y no invasiva para una amplia gama de aplicaciones. En Trypanosoma
cruzi, se ha reportado su aplicacion en analisis in vitro como un método de expresion diferencial de
proteinas en los diferentes estadios del protozoario'®', cuantificacién del parasito para establecer
dosis inhibitorias de compuestos antiparasitarios'®?, entre otros. Asi también, en anélisis in vivo se ha

reportado su utilidad para estudios de invasion celular y monitoreo de la parasitemia.
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o Seiial de la B-galactosidasa

La B-galactosidasa es una enzima que cataliza la hidrélisis de un enlace beta-glucosidico en
disacaridos y oligosacaridos que contienen una unidad de galactosa en su estructura. Esta actividad se
inicia con la union de la enzima a su sustrato, lo que induce un cambio conformacional en la proteina
que permite la hidrdlisis del enlace beta-glucosidico. El agua actiia como nucleéfilo y ataca al
carbono anomérico de la galactosa, lo que da lugar a la liberacion de glucosa y galactosa libres
(Figura 18). Este proceso se ve facilitado por la presencia de residuos de aminoécidos especificos en
el sitio activo de la enzima, que estabilizan los intermediarios de la reaccion y aceleran la hidrdlisis

del enlace glicosidico'®.

HOCH,
HO OH
OH
B-Glucosidico
HOCH, / OH b tOH
alactos
Lactosa HO o} B-Galactosidasa a
OH o
dgoH M2 HOCH,
OH HOCH, OH
Lact OH
actosa -
OH
Glucosa

Figura 18: Esquema de la reaccion catalizada por la f-galactosidasa sobre el sustrato natural
Lactosa.

Su utilidad en biologia molecular se descubrio en 1950, cuando el bioquimico francés
Jacques Monod y sus colegas, comenzaron a investigar el metabolismo de la lactosa en E. coli.
Descubrieron que las bacterias pueden producir diferentes enzimas para descomponer los azlcares,
pero que la produccion de estas enzimas esta regulada por la presencia de determinados azucares. En
1961 se propuso “el modelo del operon” para sostener la hipdtesis de la existencia de represores
capaces de unirse a operadores, en la secuencia del ADN, que controlan la sintesis del ARNm de las
enzimas en cuestion. A partir de ese momento surge el concepto de lo que hoy se conoce como el
operon lactosa (Operon Lac)'*'®*. La secuencia del Operon Lac puede ser insertada en la secuencia
de ADN de distintos organismos modelo, y su presencia y actividad puede ser medida utilizando
diferentes sustratos. En general, la sefial de la actividad enzimatica de la P-galactosidasa es una
herramienta de deteccion y cuantificacion, versatil y ampliamente utilizada que permite estudiar
diferentes aspectos de la expresion génica y la funcién celular.'®*!'*” También se puede utilizar como
una herramienta para analizar la viabilidad celular mediante la deteccion de su actividad en células
vivas o la liberacion de la enzima en el medio extracelular en células dafiadas o muertas. Existen
reportes bibliograficos sobre el comienzo del uso de esta técnica en pardsitos de 7. cruzi que

expresaban el gen de la B-galactosidasa y que fueron utilizados para para determinar la actividad
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antiparasitaria de diferentes farmacos de uso comercial (benznidazol, fluconazol y anfotericina B)
mediante la reaccion colorimétrica utilizando sustrato clorofenol rojo B-D-galactopiranosida (CPRG)

con resultados exitosos !5,

Partiendo de este principio, decidimos utilizar epimastigotes transgénicos de 7. cruzi que
expresaban el gen de la P-galactosidasa para medir su actividad con los sustratos cromogénicos,
analogos de la lactosa, disponibles en el laboratorio (ONPG y X-GAL), de los cuales no se
encontraron descripciones de su uso en cruzi, y se analizé su posible utilidad como un método rapido

de screening de drogas. A continuacion se describen a estos sustratos:

[J ONPG (orto-nitrofenil-B-D-galactopiranésido): Es un compuesto que se utiliza en medios de
cultivos o soluciones liquidas. En contacto con la enzima B-galactosidasa se hidréliza en dos
residuos, galactosa y o-nitrofenol (Figura 19), este ultimo tifie el medio de un intenso color
amarillo lo que proporciona una evidencia visual de la ocurrencia de la reaccion enzimatica. Esta
reaccion puede ser medida por absorbancia a una longitud de onda de 420", y la sefial puede
traducirse como sefial reportera y/o correlacionarse con concentraciones de interés. En biologia
molecular es comunmente utilizada como un indicador de bacterias modificadas con el gen de la

B-galactosidasa, y que expresan algiin otro gen de interés'”'

. También es muy requerido en las
industrias de alimentos, ya que puede utilizarse para medir procesos de fermentacion donde

interviene la lactosa'”.

HO. HO
\ +
HO™ ™ v~ “OH HO
OH

o
T (0] p-Galactosidasa  HO'
OH NO,
ONPG fB-D-Galactosa o-Nitrophenol

Figura 19: Esquema de la reaccion catalizada por la -galactosidasa utilizando ONPG como
sustrato.
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[J X-GAL (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactésido): Al ser hidrolizado, produce un compuesto
dimérico (indoxil) que en contacto con el aire se oxida y transforma en un precipitado insoluble de
intenso color azul (Figura 20). Es utilizado como indicador de expresion de la f-galactosidasa en
diferentes tipos de organismos cultivados en placas. Aquellas cultivos que estén expresando la
enzima se tornaran de un color azul més o menos intenso en funcién de la cantidad de enzima que

173

estén expresando'’””. Se puede obtener la concentracion de B-galactosidasa en funcion de la

intensidad del color azul, medida por absorbancia a 600 nm'™*.

NH

cHoH || H
OH 0? B-Galactosidasa
OH \
[v] Br Br
OH e cl
Xgal 5-bromo-4-chloro-3-hydroxyindole
l Oxidacion
CHOH ¢ o a
OH 0, OH Br N
¢ e p
N
H Br
OH (o] Cl
Galactosa 5,5'-dibromo-4,4'-dichloro-indigo

Figura 20: Esquema de la reaccion catalizada por la p-galactosidasa utilizando X-Gal como
sustrato.

El principal uso que se le da al andlogo X-GAL es en la diferenciacion de bacterias
recombinantes que expresan el gen de la B-galactosidasa de las no recombinantes en experimentos de
clonacion, utilizando vectores que contienen el gen del péptido a-lacZ o lacZ. La insercion de ADN
en la region lacZ resulta en la pérdida de actividad de la B-galactosidasa. Las células bacterianas que
retienen la 3-galactosidasa activa formaran colonias de color azul caracteristico mientras que aquellas
cuyo proceso fue interrumpido tendran como resultado colonias blancas'”. También se citan usos de
X-Gal como sustrato de la B-galactosidasa en ensayos inmunoldgicos e inmunohistoquimicos'” y

estudios de trasplantes neuronales'”’, utilizando el mismo principio.
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e Reduccion de la resazurina sédica

Es una herramienta versatil y ampliamente utilizada en biologia celular y molecular que
permite evaluar la viabilidad celular, la actividad metabdlica y la citotoxicidad de diferentes
compuestos y sustancias'’®. La resazurina sddica o comercialmente llamado Alamar Blue®, es un
compuesto quimico de color azul no fluorescente que cuando se expone a las reductasas
mitocondriales y citosolicas de células vivas y metabolicamente activas, se reduce al compuesto
fluorescente de color rosa resorufina (Figura 21). Este compuesto puede utilizarse de forma
cualitativa como un indicador de procesos celulares o bien de forma cuantitativa ya que la cantidad
de resorufina puede monitorearse a través de su florescencia o absorbancia mediante un
espectrofotdometro y estos valores se pueden utilizar como una medida indirecta de la actividad

metabolica y la viabilidad celular'™.

©

0 Células viables
[
N Reacciones de reduccion N
/©:®\:@ 7_T> )
NADH / H* g
HO 0 o) NAD™H0 Ho 0 o)

Figura 21: Esquema del mecanismo de la reaccion de la resazurina.

Se describen usos para observar apoptosis, funcién y control del ciclo celular'®, proliferaciéon
celular de fibroblastos'®', lineas celulares inmortalizadas y cancerosas'®?, ecotoxicologia en cultivo

primario de neuronas y varias lineas celulares de animales'®®, pruebas de susceptibilidad
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fungicidas'®, antimicrobiana'®. También se describe su uso en 7. cruzi como un método cuantitativo

para evaluar la citotoxicidad de compuestos contra el parasito protozoario''87,
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El objetivo general de esta tesis fue la busqueda de productos naturales o derivados, con
actividad antiparasitaria como base para el desarrollo de nuevas drogas contra la enfermedad de

Chagas.

Para ello se seleccionaron diferentes plantas utilizadas en la medicina tradicional para
combatir determinadas dolencias y enfermedades, de las cuales se aislaron compuestos quimicos
que fueron evaluados en bioensayos. También se evaluaron derivados semi-sintéticos de algunos de

ellos.

Para los bioensayos se utilizaron cultivos celulares y cultivos axénicos de epimastigotes y
tripomastigotes de Trypanosoma cruzi. Con algunos compuestos se analizo la actividad biologica
sobre el estadio amastigote. La técnica colorimétrica de la Resazurina Sédica nos permitié medir la

actividad biologica de los compuestos y derivados.

Para este trabajo se establecieron los siguientes objetivos especificos, que se presentan

como capitulos, de la siguiente forma:

[J Capitulo I Estandarizacién de ensayos biolégicos, moleculares y colorimétricos para el

desarrollo de un método eficiente de rastreo de drogas.

[J Capitulo II Extraccién, aislamiento e identificacion de extractos puros y metabolitos
secundarios provenientes de especies vegetales para la evaluacion de su actividad bioldgica

sobre cultivos axénicos de de epimastigotes de 7. cruzi.

[ Capitulo IIT Evaluacién de la citotoxicidad y actividad antiparasitaria de compuestos puros

y semisintéticos aislados del Guatambu blanco.
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3.1. Materiales
3.1.1. Materiales biologicos

3.1.1.1. Parasitos
Trypanosoma cruzi
e Cepay (Tcll)
- Y-WT (Wild Type/Silvestre)
Se utilizaron epimastigotes silvestres para los ensayos de actividad de los productos
naturales y compuestos. Se utilizaron tripomastigotes para los ensayos de invasion sobre cultivos

celulares HeLa.

- Y-GFP (Green Fluorescent Protein)
Epimastigotes silvestres de la cepa Y fueron modificados genéticamente mediante la
inserciéon del vector que expresa la proteina fluorescente GFP, fueron originados por el Dr. S.
Schenkman y cedidas por la Dra. Patricia Romano. Se utilizaron epimastigotes para las pruebas de

seleccion de técnicas moleculares y colorimétricas para el cribado farmacologico.

- Y-B-GAL (beta-galactosidasa)
Epimastigotes silvestres de la cepa Y fueron modificados genéticamente mediante la
insercion del gen de la enzima [-galactosidasa (lacZ) de Escherichia coli. Se utilizaron
epimastigotes para las pruebas de seleccion de técnicas moleculares y colorimétricas para el cribado

farmacologico.

e Cepa RA (TceVI)

Se utilizaron tripomastigotes en cultivos axénicos para los ensayos de actividad bioldgica.

3.1.1.2. Lineas celulares

e NRK (Fibroblastos provenientes del rifion de rata)

Células utilizadas para ensayos de citotoxicidad.

e HeLa (Células humanas provenientes del cuello uterino - Henrietta Lacks)

Células utilizadas para ensayos de citotoxicidad e invasion de las formas tripomastigotes de 7. cruzi.

e VERO (Células epiteliales provenientes del rifion de monos)

Utilizadas para la obtencion y mantenimiento de las formas tripomastigotes de 7. cruzi
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3.1.1.3. Especies Vegetales

Las muestras vegetales fueron obtenidas de la selva misionera Argentina, en el partido de
Obera, provincia de Misiones. Se colectaron muestras en los predios de la “Fundaciéon Bosques
Nativos Argentinos para la Biodiversidad” con permiso del Instituto Misionero de Biodiversidad
(IMBIO). A continuacion se citan las especies analizadas:
- Achillea millefolium (Milenrama)
- Baccharis trimera (Carqueja blanca)
- Brosimum gaudichaudii (Mamica de Cadela)
- Aristolochia triangularis (Ysypo mil hombre)
- Jacarandd caroba (Karoba)
- Helietta apiculata (Canela de venado)

- Balfourodendron riedelianum (Guatambu blanco)

3.1.2. Farmacos antiparasitarios de referencia

- Benznidazol en tabletas de 50 mg (Laboratorio Elea, Argentina).

- Nifurtimox en tabletas de 120 mg (Laboratorio Bayer).

Las tabletas fueron pulverizadas y disueltas en dimetilsulféxido (DMSO) puro. La concentracion

final de DMSO en los medios de cultivo nunca super6 el 0,2% (v/v).

3.1.3. Medios de cultivo, Soluciones, Reactivos, Solventes

3.1.3.1. Medios de cultivo

e Medio LIT (Liver Infusion Tryptose)

Infusion de higado.......oooviiniiiiiii e 0.225¢
BB 510101 P OO 0.450 ¢
CINL e e 0.360 g
GlUCOSA. ..ttt 0.180 g
KCL e 0.036 g
NAHPO oo s 0.284 ¢
SBEF . ettt 10 mL

Hemina (25 m@/ML).....ccccoviiiiiiiiieiecieeieeeeeeeeeeee e 90 mL

ANEDIOtICO. . on et 180 uL

(10.000 U penicilina/mL y 10.000 ug estreptomicina/mL)
Aguadestilada..........coooiiiiiiii 90 mL

Se mezclaron todos los componentes, y se ajusto el pH a 7.4+2 con HCI IN o NaOH IN. Se esterilizo
por filtracion y se mantuvo en frio a 4°C.
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e Medio BHT (Brain Heart trypsosa)

Heart infusion trypsosa. ... ...coeveereveiiiiiiiiiiiie i 33.00 g
1 5T 00T H 3.000 g
NAHPO oo s 4.000 g
KCL 0.400 g
GlUCOSA. L.ttt e 0.300 g
Hemina (25 mg/mL).....oooiiiiiiiii e 10 mL

SBEF . ettt 10 mL

ANEDIOtICO. . on et 180 uL

(100 U penicilina/mL y 100 pg estreptomicina/mL)
Aguadestilada.........cooiiiiiiiiii 990 mL

Se mezclaron todos los componentes, y se ajusto el pH a 7.4+2 con HCI IN o NaOH IN. Se esterilizo
por filtracion y se mantuvo en frio a 4°C.

e Medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium completo)

Medio DMEM......oiiiiiiiii e 1000 mL
Suero equino inactivado (30 min, 56 °C).....cccccevieniinienieneaneanne 10%
SBFi. . 5%
CaCly (25 MM) ittt re e e ereeene 10%
L-Glutamina (200 MM).......cccieiieiieirieniieeeeeieeereenreesre e eeresveeane s 1%
Extracto embrionario de pollo..........c.cooeiiiiiiiiiiiiiinia 2%

Se ajusté el pH a 7,2. Se esterilizo por filtracion y se conservo refrigerado a 4 °C.

3.1.3.2. Soluciones

e Solucion de PBS (solucion salina fosfatada) 10X

CINL e e 8.000 g
POLHNG, .ottt st 1.210 g
POHK o 0340 g
Aguadestilada..........ooiiiiiiiiii 1000 ml

Se mezclaron todos los componentes, y se ajusto el pH a 7.4+2 con HCI IN o NaOH IN. Se esterilizo
por calor y se mantuvo en frio a 4°C.

o Solucion de Hemina
Hemina (Sigma).......ccoivriiriiniiiiiiiiieiee e 25 mg

NAOH (1N)..eiiieiiieteecee et rte e ere v e e s e e e e e e baesseeeesaraeenes ImL

Se mezclaron todos los componentes. Se esterilizo por filtracion y se mantuvo en frio a 4°C en
obscuridad.
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e Solucion Azil Tripan

PBS 1Xo 90 mL

Se mezclaron todos los componentes. Se esterilizé por filtracion y se mantuvo a temperatura
ambiente.

e Solucion de resazurina 3mM
Sal so6dica Resazurina..........ovveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieens 0,00075 mg
PBS 1X PH 7,0 ettt 1 mL

Se mezclaron todos los componentes. Se esterilizé por filtracion y se mantuvo en frio a 4°C en
obscuridad.

e Solucion madre de X-gal (20 mg/mL)
Xl e 1000 mg

DIMSO..ciiiiiieecee et 50 mL

Se mezclaron todos los componentes. Se esterilizo por filtracion y se mantuvo en frio a 4°C.

e Solucion madre de ONPG (20 mg/mL)
ONPG . .ot 1000 mg
Tampon de reaCCION. ....c.evveerieierteriieieierteet ettt 50 mL

Se mezclaron todos los componentes. Se esterilizo por filtracion y se mantuvo en frio a 4°C.

o Solucion de Antibidticos
Ampicilina (Ap). (Sal sédica; Roche). Se prepar6 una solucién concentrada de 100 mg/mL en agua
destilada, se esteriliz6 por filtracion y se guardd a — 20 °C. Se utilizaba a una concentracion final de

50 0 100 pg/mL.

Estreptomicina (Sm). (Sulfato, Sigma). Se prepard una solucién concentrada de 50 mg/mL en agua
destilada, se esteriliz6 por filtracion y se guardd a — 20 °C. Se utilizaba a una concentracion final de

50 pg/mL.

G418 (Sulfato; Gibco) Se prepard una solucion concentrada de 50 mg/mL en agua destilada, se

esterilizo por filtracion y se guardé a — 20 °C. Se utilizaba a una concentracion final de 50 pg/mlL..

e Soluciones Comerciales
- GlutaMAX™ 100X (Gibco)
Suplemento nutritivo de aminodcidos, utilizado en medios de cultivos celulares para mejorar el

estado nutricional de células en suspension o adherentes.
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- Tripsina TripLE™ Express 1X (Gibco)
Solucion de enzima recombinante que rompe enlaces peptidicos y disocian células adherentes entre

si y entre superficies.

3.1.3.3. Reactivos

e Dapi (Invitrogen) (4 ',6-diamidino-2-fenilindol). Marcador fluorescente que permite observar
sefial en microscopia de fluorescencia. Se adhiere a regiones enriquecidas en adenina y timina
en secuencias de ADN. Utilizado en los ensayos de invasion para identificar a los parasitos que
invadieron y replicaron en las células.

e FluorSaveTM (Calbiochem). Medio de montaje acuoso para su uso en conjunto con trazadores
fluorescentes. Preserva secciones de tejido tefiidas con fluorescencia. Utilizado para el montaje

de los vidrios utilizados en los ensayos de invasion.

3.1.3.4. Solventes

Para las extracciones y purificaciones de los compuestos a partir de los extractos vegetales se
utilizaron los solventes organicos mas comunes en esta linea de trabajo como ser: éter de petroleo,
diclorometano, acetato de etilo, metanol y etanol. Salvo éste ltimo, todos fueron destilados previo a
su uso. Para los espectros de resonancia magnética nuclear, se utilizé cloroformo deuterado

(Sigma-Aldrich).

3.1.3.5. Fases estacionarias

Como fases estacionarias se utilizaron silica gel de fase normal, silica gel de fase reversa (C-18) y

Sephadex LH-20.
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3.2. Métodos

3.2.1. Obtencion del Material vegetal

Las muestras de las especies analizadas fueron colectadas en la Provincia de Misiones, en
una reserva de mas de 650 hectareas dentro de la selva misionera. Esta reserva pertenece a la
organizacioén “Fundacion Bosques Nativos Argentinos para la Biodiversidad” (Argentina), quienes
junto con el Dr. Jorge Palerno (Departamento de Quimica
Organica-UYMFOR-FCEN-UBA-CONICET) tienen establecida una colaboracion con el fin de
obtener un estudio exhaustivo de la diversidad quimica de las especies vegetales que se encuentran
en esa region como una estrategia alternativa para promover la conservacion y recuperacion del
ecosistema. De las especies seleccionadas, se contaba con informaciéon etnobotanica ya que son
utilizadas empiricamente por la poblacion nativa y rural como plantas medicinales paliativas y/o
curativas de infecciones, inflamaciones, dolores musculares, enfermedad de Chagas, entre otras

afecciones. Las muestras fueron identificadas por el Sr. Javier Unisony, guardaparque de la reserva.

3.2.2. Extraccion y Purificacion de compuestos

3.2.2.1. Procedimiento general de obtencion de los extractos etandlicos y subextractos
polares y lipofilico

Las hojas, semillas, flores o corteza de las especies analizadas, fueron depositadas, por
separado, en recipientes de vidrio con tapa a presion y embebidos totalmente con etanol. Cada
preparado se dejo en reposo a temperatura ambiente para su maceracion por un minimo de 72 horas.
Luego de un proceso de evaporacion se obtuvo el extracto etandlico. Este extracto fue particionado
entre ciclohexano y una mezcla de metanol:agua (9:1), y se obtuvieron asi los subextractos polar y
lipofilico. De acuerdo a la masa y al perfil de cada subextracto se utilizaron diversas técnicas
cromatograficas para la obtencion de las fracciones polares y lipofilicas. Estas fracciones fueron
nuevamente sometidas a particiones y a cromatografia hasta obtener los productos aislados que
finalmente fueron llevados a resonancia magnética nuclear (RMN) y espectrometria de masa (EM)
para identificarlos. En la Figura 22, se observa un esquema representativo del proceso de extraccion

de los productos obtenidos a partir del material vegetal disponible.
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*Particion
*Evaporacion

i - *Cromatografia Flash de Columna Seca (CFCS) ’ &
) *Cromatografia en Capa Delgada (CCD)
"Permeacion

Figura 22: Esquema representativo del proceso de extraccion de metabolitos secundarios provenientes
del material vegetal de interés.

3.2.2.2. Identificacion de los compuestos purificados de cada especie vegetal

Los compuestos puros previamente reportados se identificaron por resonancia magnética
nuclear comparando con datos de bibliografia

e Carqueja Blanca

Acetato de articuling: 'H RMN (500 MHz, C1,CD) 6= 1.82 (d, J= 14.1 Hz, 1H, H-1a), 1.40 (td, J =
14.1, 3.4 Hz, 1H, H-1b), 5.33 (m, 1H, H-2), 6.78 (d, J= 6.5 Hz, 1H, H-3), 1.99 (dt, /= 13.1, 3.1 Hz,
1H, H-6a), 1.32 (m, 1H, H-6b), 1.71 (m, 2H, H-7a, H-11a), 1.56 (m, 1H, H7b, H-11b), 1.70 (m, 1H,
H-8), 2.18 (d, J= 12.1 Hz, 1H, H-10), 2.40 (tda, J =15.0, 13.3, 4.6 Hz, 1H, H-12a), 2.30 (tda, J=
16.3, 14.7, 4.0 Hz, 1H, H-12b), 5.85 (ta, J =1.55 Hz, 1H-H-14), 4.76 (dd, J = 17.3, 1.50 Hz, 1H,
H-16a), 4.70 (dd, J = 17.3, 1.50 Hz, 1H, H-16b), 0.89 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H-17), 4.32 (d, J = 8.2 Hz,
1H-H19a), 3.93 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H-H-19b), 0.65 (s, 3H, H-20), 2.05 (s, 3H, CH,CO). *C RMN
(125 MHz, CLCD) & = 24.9 (C-1), 66.5 (C-2), 128.3 (C-3), 144.1 (C-4), 45.5 (C-5), 34.0 (C-6), 27.6
(C-7), 36.5 (C-8), 38.0 (C-9), 40.4 (C-10), 34.8 (C-11), 21.5 (C-12), 169.6 (C-13), 115.6 (C-14),
173.5 (C-15), 72.8 (C-16), 15.5 (C-17), 168.2 (C-18), 70.6 (C-19), 17.6 (C-20), 169.9 (CH.CO), 20.9
(CH,CO).
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'H RMN (90 MHz, Cl,CD) & = 5.32 (J = 5.5 Hz, H-2), 6.76 (J = 6.5 Hz, H-3), 5.84 (/= 1.2 Hz,
H-14), 4.74 (J = 1.6 Hz, H-16), 0.62 (H-17), 3.95-4.32 (J = 8.3 Hz, H-19), 0.89 (J = 5.5 Hz, H-20),
2.03 (CH,CO)'**.

Gaudichaudiosido A: '"H RMN (500 MHz, CD;0D) §= 1.40 (m, 1H, H-1a), 2.04 (d, J=12.4 Hz, 1H,
H-1b), 1.56 (m, 1H, H-2a), 1.71 (m, 1H, H-2b), 1.10 (m, 1H, H-3a), 1.59 (m, 1H, H-3b), 1.59 (d, J =
10.8 Hz, 1H, H-5), 4.13 (td, J = 9.8, 5.6 Hz, 1H, H-6), 2.20 (dd, J = 17.7, 9.5 Hz, 1H, H-7a), 2.91
(dd, J=17.8, 5.7 Hz, 1H, H-7b), 2.45 (td, J = 13.1, 4.4 Hz, 1H, H-11a), 2.87 (m, 1H, H-11b), 2.15
(m, 1H, H-12a), 2.32 (td, J=13.4,12.9, 4.1 Hz, 1H, H-12b), 5.41 (t, /= 6.8 Hz, 1H, H-14), 4.09 (d,
J=6.7 Hz, 2H, H-15), 1.72 (s, 3H, H-16), 10.0 (s, 1H, H-17), 1.28 (s, 3H, H-18), 3.54 (d, J=11.9
Hz,1H-H-19a), 3.95 (d, J = 11.4 Hz, 1H, H-19b)1.23 (s, 3H, H-20), 4.30 (d, J = 7.3 Hz, 1H, H-1"),
3.62 (m, 1H, H-2"), 3.50 (dd, J = 9.1, 3.4 Hz, 1H- H-3"), 3.79 (sa, 1H, H-4"), 3.57 (m, 1H, H-5"a),
3.89 (dd, J = 12.6, 2.6 Hz, 1H, H-5"b). *C RMN (126 MHz, CD;0D) ¢ = 37.6 (C-1), 19.4 (C-2),
39.8 (C-3), 40.2 (C-4), 57.4 (C-5), 80.5 (C-6), 35.5 (C-7), 131.7 (C-8), 168.5 (C-9), 45.0 (C-10),
26.3 (C-11), 44.2 (C-12), 138.6 (C-13), 125.8 (C-14), 59.3 (C-15), 16.3 (C-16), 194.1 (C-17), 32.2
(C-18), 67.9 (C-19), 21.5 (C-20), 106.5 (C-1), 72.8 (C-2"), 75.0 (C-3"), 69.9 (C-4"), 67.1 (C-5).

"H NMR (300 MHz, CD,0D + 3 gotas de D,0)  1.21 (s, 3H, H-20), 1.28 (s, 3H, H-18), 1.59 (d, 1H,
J =10 Hz, H-5), 1.73 (s, 3H, H-16), 2.78 (dd, 1H, J = 16, 10 Hz, H-70), 3.56 — 3. 63 (sefiales
superpuestas, 2 H, H-5"a,19a), 3.90 (m, 1H, H-4"), 3.93-3.95 (sefiales superpuestas, 4H, H-2’, 3°,
5’b, 19b), 4.10 (d, 2H, J = 6 Hz, H-15), 4.19 (m, 1H, H-6), 4.35 (d, /=6 Hz, 1H, H-1°), 5.41 (t, J=
6 Hz, 1H, H-14), 9.97 (s, 1H, H-17)'*.

e Karoba

Etiljacaranona: '"H RMN (500 MHz, CLCD) 6= 6.95 (d, 2H, J = 10.0 Hz, H-2.6), 6.20 (d, 2H, J =
10.0 Hz, H-3,5), 2.68 (s, 2H, H-7), 422 (¢, J = 7.1 Hz, 2H, CH,CH;), 1.28 (t, J =7.1Hz, 3H,
CH,CH,). *C RMN (126 MHz, CL,CD) 5= 67.6 (C-1), 149.0 (C-2.,6), 128.5 (C-3,5), 185.1 (C-4),
43.5 (C-7), 171.3 (C-8), 61.8 (CH,CH,), 14.3 (CH,CH).

'"H RMN (CLCD) 6= 6.90 (d, J = 10 Hz, 2H, C-2, 6 H), 6.00 (d, J =10 Hz, 2H, C-3, 5 H), 2.67 (s,
2H, C-7H), 4.12 (q, J =7 Hz, 2H C-9 H), 1.17 (t, J = 7 Hz, 3H, C-10 H), 4.65 (sa, IH, OH). 1*C
RMN (CLCD) = 65.5 (s, C-1), 148.3 (d, C-2,6), 125.5 (d, C-3.5), 183.0 (s, C-4), 42.9 (t, C-7), 167.0

(s, C-8), 59.2 (t, C-9), 12.5 (q, C-10)"°.
e Canela de venado

Maculing: 'H RMN (200 MHz, C1,CD) d= 7.57 (d, J = 2.8 Hz, 1H, H-2a), 7.03 (d, /= 2.8 Hz, 1H,
H-3a), 7.52 (s, 1H, H-5), 7.30 (s, 1H, H-8), 6.09 (s, 2H, OCH,0), 4.41 (s, 3H, OCH,).

'"H RMN (500 MHz, CL,CD) = 7.56 (d, J = 2.4 Hz, H-C2a), 7.03 (d, J = 2.4 Hz, H-C3a), 7.46 (s,
H-C5), 7.21 (s, H-C8), 6.07 (s, OCH,0), 4.41 (s, OCH,)"”".

p-cumarato de metilo: '"H RMN (500 MHz, C1;,CD) 6= 7.64 (d, J = 16.0 Hz, 1H, H-2), 6.30 (d, J=
16.0 Hz, 1H, H-3), 6.84 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-5,9), 7.43 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-6.8), 3.79 (s, 3H,
OCH,;). "C RMN (126 MHz, CI,CD) 6= 168.1 (C-1), 144.7 (C-2), 115.5 (C-3), 127.5 (C-4), 116.0
(C-5,9), 130.2 (C-6,8), 157.7 (C-7), 51.9 (OCH;)
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'H RMN (200 MHz, CDCL,) 6 = 7.66 (d, J =16.0 Hz, 1H, H-2), 6.31 (d, /~16.0 Hz, 1H, H-3), 6.89
(d, J=8.6 Hz, 2H, H-5.9). 7.42 (d, J=8.6 Hz. 2H, H-6,8), 3.82 (s, 3H, OCH,). *C RMN (50 MHz,
CDCL,) 5 = 168.7 (C-1), 145.3 (C-2), 115.9 (C-3), 126.6 (C-4), 115.9 (C-5,9), 130.1 (C-6.8), 158.3
(C-7), 51.9 (OCH,)'.

Chalepina: 'H RMN (500 MHz, C1,CD) = 7.48 (s, 1H, H-4), 7.19 (s, 1H, H-5), 6.71 (s, 1H, H-8),
6.16 (dd, J=17.3, 10.7 Hz, 1H, H-10), 5.06-5.09 (sefiales superpuestas, 2H, H-11a,b), 1.47 (s, 6H,
H-12,13), 3.12-3.27 (sefiales superpuestas, H-14a,b), 4.71 (dd, J = 9.3, 8.4 Hz, 1H, H-15), 1.36 (s,
3H, H-17), 1.23 (s, 3H, H-18). *C RMN (CL,CD, 126 MHz) = 160.5 (C-2), 131.1 (C-3), 138.2
(C-4), 113.3 (C-4a), 123.4 (C-5), 124.7 (C-6), 162.4 (C-7), 97.3 (C-8), 154.8 (C-8a), 40.50 (C-9),
145.8 (C-10), 112.3 (C-11), 26.3 (C-12,13,17), 29.8 (C-14), 91.1 (C-15), 71.9 (C-16), 24.4 (C-18).

"H RMN data (600 MHz, C1;,CD): & 7.48 (s, 1H, H-4), 8 7.20 (s, 1H, H-5), 6 6.71 (s, 1H, H-8), § 6.17
(dd, J=18.00, 12.00 Hz, 1H, H-8), & 5.09 (sefiales superpuestas, 2H, H-11a,b), 6 4.72 (dd, J=12.00,
6.00 Hz, 1H, H-15), 6 3.21 (sefiales superpuestas, 2H, J=18.00, 12.00, 6.00 Hz, H-14a,b), 6 1.47 (s,
6H, H-12,13), & 1.37 (s, 3H, H-17), & 1.23 (s, 3H, H-18). *C RMN (600 MHz, CI,CD) 6= 160.21
(C-2), 130.87 (C-3), 138.09 (C-4), 113.14 (C-4a), 123.26 (C-5), 124.58 (C-6), 162.25 (C-7), 97.14
(C-8), 154.64 (C-8a), 40.30 (C-9), 145.61 (C-10), 6 112.09 (C-11), 26.11 (C-12,13,17), 29.61 (C-14),
90.91 (C-15), 71.70 (C-16), 24.21 (C-18)'".

Gravelliferona: '"H RMN (500 MHz, CI,CD) = 7.55 (s, 1H, H-4), 7.17 (s, 1H, H-5), 7.02 (s, 1H,
H-8), 6.16 (dd, J = 17.3, 10.8 Hz, 1H, H-10), 5.08 (sefiales superpuestas, 2H, H-11a,b), 1.45 (s, 6H,
H-12,13), 3.37 (d, J = 7.2 Hz, 2H, H-14), 5.32 (dddd, J = 7.3, 6.0, 2.8, 1.5 Hz, 2H, H-15), 1.75 (s,
3H, H-17), 1.79 (s, 3H, H-18). *C RMN (126 MHz, CI,CD) 6= 161.3 (C-2), 131.2 (C-3), 138.8
(C-4), 112.8 (C-4a), 128.3 (C-5), 125.5 (C-6), 157.7 (C-7), 102.6 (C-8), 153.4 (C-8a), 40.5 (C-9),
145.8 (C-10), 112.8 (C-11), 26.5 (C- 12,13), 18.6 (C-14), 121.5 (C-15), 134.9 (C-16), 26.0 (C-17),
18.0 (C-18).

'H (300 MHz, CL,CD) 6= 7.54 (s, 1H, H-4), 7.19 (s, 1H, H-5), 6.94 (s, 1H, H-8), 6.18 (dd, /= 10.8,
16.8 Hz, 1H, H-10), 5.08 (m, 2H, H-11a,b), 1.45 (s, 6H, H-12,13), 3.39 (d, J = 7.2 Hz, 2H, H-14),
5.32 (t, 2H, H-15), 1.78 (3H, s, H-17), 1.81 (s, 3H, H-18)"**.

Uliscomoncadin 4: '"H RMN (500 MHz, CI,CD) 6= 7.47 (s, 1H, H-4), 7.16 (s, 1H, H-5), 6.75 (s, 1H,
H-8), 6.16 (dd, J = 17.4, 10.7 Hz, 1H, H-10), 5.09 (sefiales superpuestas, 2H, H-11a,b), 1.48 (s, 6H,
H-12,13), 3.10 (ddd, J = 16.6, 5.3, 1.1 Hz, 1H, H-14a), 2.82 (dd, J=16.7, 5.3 Hz, 1H, H-14b), 3.86
(g, J = 5.3 Hz, 1H, H-15), 1.35 (s, 3H, H-17), 1.37 (s, 3H, H-18). *C RMN (126 MHz, Cl,CD) 6=
160.3 (C-2), 132.1 (C-3), 137.6 (C-4), 113.6 (C-4a), 128.9 (C-5), 116.2 (C-6), 155.6 (C-7), 104.1
(C-8), 153.5 (C-8a), 40.6 (C-9), 145.6 (C-10), 112.3 (C-11), 26.3 (C-12,13), 30.9 (C-14), 69.5
(C-15), 78.1 (C-16), 25.1 (C-17), 22.2 (C-18).

3C RMN (100 MHz, CI,CD): 160.0 (C-2), 132.1 (C-3), 137.4 (C-4), 113.4 (C-4a), 128.7 (C-5),
116.0 (C-6), 155.5 (C-7), 103.9 (C-8), 153.3 (C-8a), 40.4 (C-9), 145.6 (C-10), 112.1 (C-11), 26.2
(C-12,13), 30.8 (C-14), 69.3 (C-15), 77.9 (C-16), 24.9 (C-17), 21.8 (C-18)'*.

Rutacultina "H RMN (200 MHz, CI,CD) 6= 7.51 (s, 1H, H-4), 6.85 (s, 1H, H-5), 6.81 (s, 1H, H-8),

6.20 (m, 1H, H-10), 5.09 (sefiales superpuestas, 2H, H-11a,b), 1.48 (s, 6H, H-12,13), 3.93 (s, OCHy,),
3.91 (s, OCH,).
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'"H RMN (CI,CD) 6= 7.49 (H-4), 6.85 (H-5), 6.81 (H-8), 6.20 (c, H-10), 5.06 y 5.04 (sefiales
superpuestas, 2H, H-11a,b), 1.50 (s, 6H, H-12,13), 3.92 (s, OCH,), 3.89 (s, OCH,)"".

4-O-prenil cinamato de metilo: '"H RMN (200 MHz, C1;CD) 6= 6.91 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-4,6), 7.46
(d, J = 8.8 Hz, 2H, H-3,7), 4.54 (d, J= 6.7 Hz, 2H, H-8), 5.48 (m, 1H, H-9), 1.75 (s, 3H, H-11), 1.80
(s, 3H, H-12), 3.79 (s, 3H, OCH,).

'H RMN (300 MHz, CL,CD) 6= 6.89—6.95 (m, 2H, H-4,6), 7.96-8.01 (m, 2H, H-3,7), 4.56 (d, J =
6.9 Hz, 2H, H-8), 5.48 (tt, J = 1.5, 6.9 Hz, 1H, H-9), 1.76 (s, 3H), 1.81 (s, 3H), 3.88 (s, 3H,
OCLI&)IW.

Lupeol: '"H RMN (500 MHz, CI,CD) 6= 3.19 (dd, J=11.4, 4.9 Hz, 1H, H-3), 2.38 (td, J=11.1, 5.8
Hz, 1H, H-19), 1.92 (dtd, /= 13.7, 10.4, 8.3 Hz, 1H, H-21b), 0.97 (2, 3H, H-23), 0.76 (s, 3H, H-24),
0.83 (s, 3H, H-25), 1.03 (s, 3H, H-26), 0.94 (s, 3H, H-27), 0.79 (s, 3H, H-28), 4.57 (dd, J=2.5, 1.4
Hz, 1H, H-29a), 4.69 (dt, J=2.5, 0.7 Hz, 1H, H-29b), 1.60 (sefial superpuesta, H-30).

'H RMN (200 MHz, CI,CD) 6= 4.57 (s, H-29a), 4.68(s, H-29b), 3.21 (dd, J = 2.0; 6.0 Hz, H-3),
1.68, 1.00, 0.97, 0.95, 0.83, 0.79, 0.76 (21 H, 7 s, 7 CH3 )'*%.

S-amirina: 'H RMN (500 MHz, C1,CD) 6= 3.23 (dd, J= 11.4, 4.9 Hz, 1H, H-3), 0.76 (s, 3H, H-23),
0.99 (s, 3H, H-24), 0.85 (s, 6H, H-25,26), 1.16 (s, 3H, H-27), 1.01 (s, 3H, H-28), 0.70 (s, 3H, H-29),
0.93 (s, 3H, H-30). °C RMN (126 MHz, CLCD) 79.7 (C-3), 134.6 (C-13), 133.4 (C-18), 15.7
(C-23), 28.3 (C-24), 16.6 (C-25), 17.9 (C-26), 21.5 (C-27), 24.0 (C-28), 24.3 (C-29), 32.5 (C-30).

"H NMR (400, CLLCD) 6= 0.68, 0.75, 0.91, 0.97, 1.00, 1.14 (cada uno 3H, s), 0.83 (6H, s), 3.21 (1H,
m) C RMN (100 MHz, CL,CD) 6= 79.0 (C-3), 134.3 (C-13), 133.1 (C-14), 17.7 (C-23), 28.1
(C-24), 15.5 (C-25), 16.4 (C-26), 21.4 (C-27), 24.1 (C-28), 23.8 (C-29), 32.4 (C-30)'".

Isobauerenol+isomultiflorenol: *C NMR (75 MHz, CDCl;) 6= 134.46, 134.17, 79.02, 76.59, 52.37,
50.70, 50.50, 44.11, 41.10, 38.83, 38.23, 37.80, 37.54, 37.28, 36.79, 36.71, 35.96, 35.05, 34.55,

34.38, 34.19, 33.14, 32.98, 31.92, 31.78, 31.50, 30.68, 29.65, 29.11, 28.06, 28.03, 27.93, 27.50,
27.44, 26.24, 25.24, 25.19, 24.68, 22.45, 22.19, 20.81, 20.56, 19.89, 19.83, 19.24, 19.17, 18.98,
15.74, 15.61, 15.56.

BC (100 MHz, CDCI3) 5= 15.67, 18.94, 19.22, 19.83, 19.91, 20.56, 20.82, 22.15, 22.42, 24.77,
25.20, 25.31, 26.36, 27.46, 27.51, 28.04, 29.19, 29.68, 30.74, 31.50, 31.82, 31.98, 34.19, 34.39,
34.50, 35.12, 36.02, 36.71, 36.90, 37.36, 37.59, 37.66, 37.85, 38.22, 38.27, 38.84, 41.01, 41.14,
44.15, 50.58, 50.79, 52.50, 79.04, 133.59, 134.27, 134.51, 135.16*.
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3.2.3. Obtencion de compuestos semisintéticos

De la especie Helietta apiculata (Canela de venado), se obtuvo el compuesto
uliscomoncadina A, este fue sometido a un proceso de reacciones quimicas a fin de obtener los
derivados semisintéticos 1 y 2, (Figura 23), para ello se procedi6 de la siguiente manera:

Derivado 1: En un baldn de reaccion provisto con un septum, se prepar6 una solucion de la
cumarina uliscomoncadin A en diclorometano anhidro bajo atmoésfera inerte. Seguidamente, se
agregaron 1.2 equivalentes de adcido m-Cl perbenzoico a temperatura ambiente. Se dejo reaccionar
por 8 horas. Pasado este tiempo se diluyé el crudo de reaccion con diclorometano y se extrajo con
una solucion de carbonato de sodio al 10%. La fase organica se lavé con agua y se seco con sulfato
de sodio anhidro. Luego de filtrar se evaporé el solvente organico en el rotavapor y se purifico el
crudo de reaccion mediante cromatografia en capa delgada preparativa (R=30%).

Derivado 2: Se tratd la cumarina uliscomoncadin A con una solucion de hidruro de litio y
aluminio en tetrahidrofurano anhidro. El agregado se realiz6 bajo atmoésfera inerte y bafio de hielo
con sal. Se mantuvo en agitacion por cuatro horas y pasado ese tiempo se agregd el crudo de
reaccion lentamente y de a gotas a un vaso con hielo y acido clorhidrico diluido. Esta mezcla se
extrajo con diclorometano. La fase orgénica se lavd con agua, se secd con sulfato de sodio anhidro y
luego de filtrar se evapor6 en el rotavapor. Se purificé mediante cromatografia en capa delgada

preparativa (R=20%).

HO

0" 00

Uliscomoncadin A

Derivadao 2

Figura 23: Esquema de obtencion de los derivados 1y 2 del compuesto uliscomoncadin A

Por otro lado, de los compuestos puros kokusaginina y flindersiamina (Figura 48), extraidos a
partir de la corteza de Balfourodendron riedelianum (Guatambu blanco) también se obtuvieron
derivados semisintéticos, y posteriormente se probé su actividad sobre distintos estadios de 7. cruzi 'y
sobre lineas celulares. Para ello, los compuestos puros fueron bromados en el anillo quinolinico
siguiendo el procedimiento de Yajimay Mukanata®®!. Para la obtencién de las anilinas secundarias y
terciarias, los alcaloides bromados se homogeneizaron en un balon de reaccion conico junto a
Pd(AcO), (10 %mol), DPEphos (20%mol) y K;PO, (2.5 eq.) en atmoésfera inerte (argén) (Figura

24). Luego, se agregaron las diferentes anilinas recién destiladas como sustituyentes (Figura 49). La
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mezcla se calenté a 100—120°C por 18 horas. La reaccion se cortd por dilucion de la mezcla de
reaccion con diclorometano y particion con agua. La fase organica se llevo a sequedad y los
productos de reaccion se purificaron mediante cromatografia en columna flash. Los derivados fueron

provistos por la Lic. Belén Valdez del grupo del Dr. Palermo (DQO-UMYMFOR-FCEN-UBA).

OCH, Br R
5
RLe AL AN \3a PBr / DMF Rl N R‘-H (2.5 eq), Pd(OAc), (10 mol %) Rt N
, 8 L Jna 15hs 60C , ./ DPEphos (20 mol %), KsPOy (2.5 eq) , g
RETN, N2 R N 100-120°C, Ar atm R b
R3 R® R
1 R'=R2=0CHj ; R3= H 1a R'=R?=0Me; R3= H 1b-1q R'=R?=0Me ; R= H ; R*=ver tabla
2R'=R?=0CH,0 ; R®= OCH, 2a R'=R?=0CH,0 ; R%= OMe 2b-2q R'=R?=0CH,0 ; R?=0Me; R*= ver tabla

Figura 24: Proceso de obtencion de los derivados bromados y las anilinas.

3.2.4. Mantenimiento de cultivos celulares

- Lineas celulares

Fibroblastos de rifion de rata (NRK, normal rat kidney; Sigma), células de adenocarcinoma
cervical humano (HeLa, Henrietta Lacks) y células VERO (linea celular proveniente de fibroblastos
de mono) fueron inoculadas en el medio de cultivo DMEM con Glutamax™ (Gibco), suplementado
con 10% SFB (Natocord), 100 pg/mL penicilina y 100 pg/mL estreptomicina (Sigma), dentro de
frascos T25 para cultivo celular (Falcon® 25cm?) con tapa de rosca. Posteriormente fueron
incubadas a 37°C en atmdsfera enriquecida con 5% CO, El mantenimiento del cultivo se realiz6 en
serie, a través de repiques, cuando la monocapa de células alcanzaba una confluencia de
aproximadamente 80%. Para levantar la monocapa celular de la superficie se lavo el frasco T25, con
5 ml de PBS 1X (pH 7,4) y se incubd con 500 pL de tripsina TripLE™ Express 1X (Gibco) durante
10 min. La actividad enzimaética se interrumpié con 4,5 mL de medio de cultivo completo. Para el
repique, se transfirio, a un frasco T25 nuevo, 500 uL del cultivo y se agregé medio de cultivo
completo hasta alcanzar un volumen de 10 mL. Se repitid el repique cada 3 dias. Los recuentos
celulares se hicieron en camara de Neubauer realizando una dilucion de células 1:2 en Azul de
Tripan (Sigma). Para la conservacion de la linea celular, las células se mantuvieron congeladas en
crioviales dentro de tanques de N, liquido. Previamente se centrifuga (1.000 rpm durante 5 minutos)
y se resuspende el sedimento en 1 mL de SFB con DMSO al 10%.

- Epimasti T _cruzi Y v transgéni
Formas epimastigotes de la cepa Y y transgénicos de Trypanosoma cruzi fueron incubados,

en medio de cultivo LIT completo [suplementado con SFB 10% (Natocord), hemina bovina 0,002
%, penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 pg/mL] en frasco T25 para cultivo celular (Falcon®

25cm?) con tapa de rosca, en agitacion a 28°C, y mantenidos por pasajes en serie. Para los parasitos
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transgénicos ademas, se adicioné la solucion de antibiotico G418 a una concentraciéon de 10 pg/mL.
Cada cultivo partio de una concentracion inicial de 10° epimastigotes/mL. El mantenimiento del
cultivo se realizé a través de repiques cuando los parasitos alcanzaron la fase de crecimiento

exponencial (aprox. 10’células/mL).

- Tripomastigotes de 7' cruzi. cepas RA/Y
Formas tripomastigotes de 7. cruzi de las cepas RA e Y, fueron puestos en contacto con

cultivos de la linea celular VERO para producir su infeccion, a los 6-7 dias post infeccion se colecto
el sobrenadante del cultivo, donde se encontraron nuevos parasitos en estadio tripomastigote, estos
se purificaron por lavados y centrifugacion. El ciclo se repetia cada vez que se necesitaban parasitos

en ese estadio.

3.2.5. Busqueda de los parametros 6ptimos para la utilizacion de la técnica
colorimétrica reduccion de la resazurina sodica.

El uso de resazurina como método para cuantificar la viabilidad de parasitos de T. cruzi, fue
descrito anteriormente en el trabajo de Rolon et al. 2006'%°. En este trabajo, se encontré una
respuesta lineal entre reduccion de la resazurina y la concentracion de epimastigotes en el rango de
2x10° a 5x10° epimastigotes/mL para una concentraciéon de resazurina de 3 mM y un tiempo de

incubacion de 5 horas, condiciones establecidas mediante la absorbancia del compuesto resazurina.

En nuestro laboratorio, se adaptd esta técnica, siendo la fluorescencia producida por la
reduccion del compuesto resazurina, el parametro a medir. Para esto se utilizaron epimastigotes en
fase exponencial de crecimiento (72 horas de incubacion), ver Figura 37. De una muestra madre, se
tomaron distintos volimenes del indculo, los cuales se diluyeron al mismo volumen final,
obteniéndose concentraciones entre 2.5x10° hasta 1x107 epimastigotes/mL, a los mismos se les
agregd distintas concentraciones de resazurina (0.5 a 3 mM) y posteriormente fueron incubados en

tiempos comprendidos entre 1 a 5 horas.

Los valores de fluorescencia se leyeron con el lector multimodo para microplacas
PHERAstar FS, BMG Labtech con filtros de excitacion/emision a 570 = 10 nm/590 = 10 nm y se
analizaron los valores obtenidos. Cada punto de la curva, para todos los casos, se evalud por
triplicado y los resultados se expresaron como la media +/- SD de 3 experimentos independientes.
Para el analisis de los datos se emple6 “Prism 8 for windows” version 8.4.3, ©1992-2020 GraphPad

Software, LLC.
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3.2.6. Curvas de calibracion

- Epimastigotes transgénicos de 7' cruzi (Y-GFP). que expresan la proteina GFP (Cepa Y)
Las condiciones analizadas fueron epimastigotes en PBS, y medios de cultivo LIT y BHT.

La curva de calibracion se construyd a partir de diluciones seriadas de cultivos axénicos de
epimastigotes transgénicos de 7. cruzi (Y-GFP), en fase de crecimiento exponencial, y se realizaron
diluciones al medio que abarcaron un rango de concentraciones de entre 1x10° y 1,5x10°
epimastigotes/mL, cuantificadas mediante recuento directo en camara de Neubauer. Para la
condicion de PBS se utilizdo una solucion madre de epimastigotes incubados en medio LIT que
posteriormente fueron lavados, centrifugados y resuspendidos en PBS. En una microplaca negra de
96 pocillos se sembraron, por triplicado, 150 pl de cada dilucion para todas las condiciones. Como
blanco de cada condicion, se utilizo el medio de cultivo y soluciéon correspondiente (LIT, BHT y
PBS) sin parasitos. La placa con las muestras sembradas se llevo al espectrofotometro de
fluorescencia con el lector multimodo para microplacas PHER Astar FS, BMG Labtech con filtros de
excitacion/emision a 470 = 15 nm/515 + 20 nm y se analizaron los valores obtenidos. Cada punto de
la curva se evalud por triplicado y los resultados se expresaron como la media +/- SD de 3
experimentos independientes. Para el andlisis de los datos se empled “Prism 8 for windows” version

8.4.3, ©1992-2020 GraphPad Software, LLC.

- Epimastigotes transgénicos de 7. cruzi (Y-p-GAL). que expresan la proteina
B-galactosidasa (Cepa Y)
La curva de calibracion se construyo a partir de diluciones seriadas de cultivos axénicos de

epimastigotes transgénicos de 7. cruzi (Y-f-GAL), en fase exponencial de crecimiento. La
concentracion de las soluciones de partida fue de 1,5x10® epimastigotes/mL cuantificada mediante
recuento directo en camara de Neubauer. Se obtuvieron 8 diluciones (rango de 10x° y 2x10°
epimastigotes/mL). Las condiciones analizadas fueron epimastigotes en PBS, y en medio de cultivo

LIT. EI perfil de actividad se determind en presencia de los sustratos X-GAL y ONPG a las

concentraciones de 100 uM, 200 puM y 300 puM, siguiendo el protocolo utilizado por Roldn et. al.'®®

En una microplaca transparente de 96 pocillos se sembraron, por triplicado, 200 puL de cada dilucion
para todas las condiciones. A cada pocillo se le agregd 20 pL. de cada sustrato (X-GAL y ONPG) y
se incub6 en agitacion a 37 °C durante 4 horas. Para la condicion de PBS, las muestras de parasitos
se crecieron en medio de cultivo LIT. Para medir, se realizaron lavados, centrifugaciones y
resuspensiones para extraer todo el medio de cultivo. Finalmente el sedimento se resuspendi6é en
PBS y se realizaron las diluciones correspondientes. Como blanco de cada condicidn, se utilizo el
medio de cultivo y solucion correspondiente (LIT y PBS) sin parasitos. La placa con las muestras
sembradas se llevo al espectrofotdmetro con el lector multimodo para microplacas PHERAstar FS,

BMG Labtech para medir la absorbancia a 420 £ 10 nm para la condicion ONPG, y 600 nm para la
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condicion X-GAL, y se analizaron los valores obtenidos. Cada punto de la curva, para todos los
casos, se evalud por triplicado y los resultados se expresaron como la media +/- SD de 3
experimentos independientes. Para el analisis de los datos se empled “Prism 8 for windows” version

8.4.3, ©1992-2020 GraphPad Software, LLC.

- Epimastigotes silvestres de 7' cruzi (Y-WT). (Cepa Y).
La curva de calibracion se construyd a partir de diluciones seriadas de epimastigotes de 7.

cruzi, en fase exponencial de crecimiento en medio de cultivo LIT. La concentracion de la solucion
de partida fue de 2x10® epimastigotes/mL cuantificada mediante recuento directo en camara de
Neubauer. Se obtuvieron 8 diluciones seriadas (rango de 10x° y 2x10% epimastigotes/mL) de
epimastigotes Y-WT. En una microplaca negra de 96 pocillos se sembraron, por triplicado, 200 pL
de cada dilucion. A cada pocillo se le agregd 20 puL de una solucion de resazurina sodica 3mM. La
placa se llevo a incubacion en agitacion a 28°C durante 3 horas. Como blanco se utilizé el medio de
cultivo LIT sin parésitos, con el compuesto resazurina. Pasadas las 3 hs se midi6 la fluorescencia
con el lector multimodo para microplacas PHERAstar FS, BMG Labtech con filtros de
excitacion/emision a 570 £ 10 nm/590 £ 10 nm y se analizaron los valores obtenidos. Cada punto de
la curva se evalud por triplicado y los resultados se expresaron como la media +/- SD de 3
experimentos independientes. Para el analisis de los datos se emple6 “Prism 8 for windows” version

8.4.3, ©1992-2020 GraphPad Software, LLC.

3.2.7. Curvas de crecimiento

- Epimastigotes transgénicos de 1. cruzi que expresan la proteina GFP (Cepa Y)

Cultivos iniciales de 10° parasitos/mL creciendo en medios LIT y BHT fueron puestos en
incubacion durante seis (6) dias corridos, en frasco T25 para cultivo celular (Falcon® 25cm?) con
tapa de rosca. Los cultivos fueron incubados en agitacion a 28°C. Desde el tiempo 0 horas hasta el
tiempo 144 horas, cada 24 horas se tomaron muestras de cada condicion para su procesamiento y
monitoreo por recuento directo en camara de Neubauer y por medicion de la fluorescencia. Para el
recuento directo por camara de Neubauer se realizaron diluciones de 1:20; 1:50; 1:100. Para la
medicion de la fluorescencia, se sembraron 150 pL, de las diluciones, por pocillo, por triplicado, en
una microplaca negra de 96 pocillos. Para las condiciones de LIT y BHT las muestras se sembraron
por toma directa del cultivo en incubacién, para la condicion de PBS se utilizaron epimastigotes
incubados en medio LIT que posteriormente fueron procesados (lavados, centrifugados y
resuspendidos en PBS). Para cada condicion se utilizé como blanco la solucion y el medio de cultivo
correspondiente sin los parasitos. LIT, BHT y PBS, respectivamente. La fluorescencia se midi6é con
el lector multimodo para microplacas PHERAstar FS, BMG Labtech con filtros de

excitacion/emision a 470 + 15 nm/515 = 20 nm. Cada punto de la curva se evalué por triplicado y los
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resultados se expresaron como la media +/- SD de 3 experimentos independientes. Para el andlisis de

los datos se empled “Prism 8 for windows” version 8.4.3, ©1992-2020 GraphPad Software, LL.C.

- Epimastigotes silvestres de 7. cruzi (Cepa Y).

Cultivos iniciales de 10° parasitos/mL creciendo en medios LIT fueron puestos en
incubacion durante 144 horas (6 dias) corridas, en frasco T25 para cultivo celular (Falcon® 25c¢m?)
con tapa de rosca en agitacion a 28°C. Desde el tiempo 0 horas hasta el tiempo 144 horas, cada 24
horas se tomaron muestras de cada condicidon para su procesamiento y monitoreo por recuento
directo en camara de Neubauer y por medicion de la fluorescencia. Para el recuento directo por
camara de Neubauer se realizaron diluciones de 1:20; 1:50; 1:100. Para medir la fluorescencia, se
utilizo6 la técnica colorimétrica de la resazurina sédica, para esto se sembro6 en una placa negra de 96
pocillos una muestra de 180 uL del cultivo y se agregd 20 pL de una solucién de resazurina sddica 3
mM. Como blanco de las muestras se utilizé el medio de cultivo LIT con el compuesto resazurina,
sin los parasitos. La placa se llevod a incubacion en agitacion a 28°C durante 3 horas. Pasado ese
tiempo, se midi6 la fluorescencia con el lector multimodo para microplacas PHERAstar FS, BMG
Labtech con filtros de excitacion/emision a 570 + 10 nm/590 + 10 nm y se analizaron los valores
obtenidos. Cada punto de la curva, para todos los casos, se evalud por triplicado y los resultados se
expresaron como la media + SEM de 3 experimentos independientes. Para el analisis de los datos se

empled “Prism 8 for windows” version 8.4.3, ©1992-2020 GraphPad Software, LLC.

3.2.8. Determinacion de la inhibicion del crecimiento de epimastigotes de
I. cruzi en presencia de productos naturales, compuestos puros y
semisintéticos.

Para evaluar el efecto de los productos naturales estudiados, sobre la proliferacion celular de
parasitos de T, cruzi, 10° parasitos/mL de epimastigotes silvestres de T. cruzi (cepa Y), en fase de
crecimiento exponencial, se sembraron en tubos de cultivo con fondo U (volumen final de cada
muestra 2 mL) en medio de cultivo LIT en combinacion con distintas concentraciones de los
productos. Los extractos puros y subextractos fueron probados a concentraciones de 100 ug/mlL,
mientras que los compuestos puros y derivados, se probaron a concentraciones de entre 1-100 pg/mL
dependiendo de cada caso. Los mismos fueron llevados a incubacion durante 72 hs en agitacion
constante a 28 °C. La proliferacion celular se midi6 por recuento directo en camara de Neubauer y
de forma paralela mediante la fluorescencia utilizando la técnica de la resazurina sddica. Para el
recuento directo por camara de Neubauer se realizaron diluciones de 1:100. Para medir la
fluorescencia, se tomaron 180 pL de cada tratamiento y se sembraron, por triplicado, en una placa
negra de 96 pocillos, luego se agregé 20 ulL. de una soluciéon 3 mM de resazurina sddica a cada

pocillo y se llevod a incubacion durante 3 horas a 28°C en agitacion constante. Luego, se llevo la
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placa al espectrofotometro y se midi6 la fluorescencia con el lector multimodo para microplacas
PHERAstar FS, BMG Labtech con filtros de excitacion/emision a 570 £ 10 nm/590 = 10 nm y se
analizaron los valores obtenidos. Se realizaron, al menos, tres experimentos independientes para
cada condicion. Como control negativo se utilizé el cultivo de parasitos en medio de cultivo LIT en
combinaciéon con DMSO al 0,1%. Como control positivo (C+) se utilizé el cultivo de parasitos en
medio de cultivo LIT con nifurtimox a 2 pg/mL (6,95 uM). También se incluyeron los blancos del
medio de cultivo y de los compuestos analizados. Los valores de fluorescencia se normalizaron al
control negativo como porcentaje de inhibicion. Los resultados se expresaron como como la media
de la desviacion estandar + SD de 3 experimentos independientes, y se trazo en un histograma. Para
identificar los productos que presentaban una actividad antiparasitaria significativamente diferente al
control negativo, se utilizo el test de ANOVA del programa Graphpad Prism. Se defini6 la

significancia estadistica como p<0.0001.

3.2.9. Determinacion de la inhibicion del crecimiento de tripomastigotes
de T. cruzi en presencia de compuestos puros y semisintéticos.

Formas tripomastigotes de 7. cruzi de las cepas RA e Y, obtenidos a partir de cultivos
celulares infectados (ver seccion 3.2.4) fueron resuspendidos en DMEM suplementado al 5% con
suero fetal bovino y colocados a razén de 2x10° parasitos/pocillo en placas de 96 wells. Se agregaron
soluciones de concentraciones crecientes (0; 1,5; 3; 6; 12; 25; 50; 100 pg/mL), de los compuestos
puros y semisintéticos, en el mismo medio de cultivo hasta un volumen final de 100 uL. La placa se
incubd durante 48 horas a 37 °C en medio enriquecido con 5% CO,. Pasadas las 48 horas, se realizo
el conteo de parasitos en camara de Neubauer. Alternativamente, se agreg6é 50 uL. de solucion sédica
de resarzurina 3mM y se incubd durante 3-4 horas hasta observar cambio de color. Se midi6 la
fluorescencia con el lector multimodo para microplacas PHER Astar FS, BMG Labtech con filtros de
excitacion/emision a 570 + 10 nm/590 + 10 nm y se analizaron los valores obtenidos. En la Figura
25, se observa la curva de calibracion utilizada para corroborar el funcionamiento de la técnica de

reduccion de la resazurina a las concentraciones de interés en tripomastigotes.
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Figura 25: Curva de calibracion de la técnica de la resazurina para
cultivo de tripomastigotes.

3.2.10. Ensayos de citotoxicidad en lineas celulares

Estos ensayos se realizaron para descartar cualquier efecto toxico de los compuestos de
interés sobre cultivos celulares NRK y Hel.a para determinar su selectividad hacia 7. cruzi. El perfil
de citotoxicidad se determiné en presencia del compuesto resazurina y posterior cuantificacion de la
fluorescencia. En placas negras de 96 pocillos, se sembraron, suspensiones de 8.000 células de NRK
y HeLa en 180 pL de medio DMEM con Glutamax™ (Gibco), suplementado con 10% SFB
(Natocor), 100 pg/ml penicilina 'y 100 pg/ml estreptomicina (Sigma), y se llevaron a incubacion a 37
°C y atmosfera enriquecida con CO, durante 24 horas para que las células se adhieran a la placa.
Posteriormente, concentraciones crecientes (0; 1,5; 3; 6; 12; 25; 50; 100 pg/mL) de extractos puros,
subextractos, compuestos puros y compuestos semisintéticos disueltos en DMSO, fueron colocados
al medio fresco en las placas y se incubaron durante 72 horas. Pasado ese tiempo, en cada placa se
agreg6 20 uL del compuesto resazurina sédica a una concentracion de 1,5 mM a cada pocillo, y se
incub6 durante 3 horas a 37°C y 5% CO,, luego las placas se llevaron al espectrofotometro y se
midid la fluorescencia con el lector multimodo para microplacas PHER Astar FS, BMG Labtech con
filtros de excitacién/emision a 570 = 10 nm/590 + 10 nm y se analizan los valores obtenidos. Como
control negativo se utilizd las células en crecimiento con el medio de cultivo DMEN en combinacion
con DMSO al 1%, y como control positivo (C+) se utilizé a las células con una solucion del medio
de cultivo con DMSO al 10%. También se incluyeron los blancos del medio de cultivo y de los
compuestos analizados. Con los resultados obtenidos se estimo el porcentaje de citotoxicidad

considerando la concentracién necesaria para inhibir el 50% del crecimiento celular (CC50). Cada
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concentracion se evalud por triplicado y los resultados se expresaron como la media +/- SD de 3
experimentos independientes. Para el analisis de los datos se empleo “Prism 8 for windows” version

8.4.3, ©1992-2020 GraphPad Software, LLC.

3.2.11. Estimacion de la IC50 y la CC50 de los compuestos utilizados

Para analizar el efecto inhibitorio y la viabilidad celular de los fairmacos de uso comercial
(nifurtimox), de los compuestos puros aislados y sus correspondientes derivados en cultivos
axénicos de epimastigotes y tripomastigotes; y en las lineas celulares de interés, se calculd la

concentracion media inhibitoria (IC50) y la concentracion media citotoxica (CC50).

Para ello, los cultivos y las lineas celulares analizadas, fueron sometidos a concentraciones
crecientes del firmaco y compuestos de interés y fueron incubados durante 48-72 horas. Los cultivos
axénicos de epimastigotes y tripomastigotes fueron incubados a 37 °C con agitacion, mientras que
las lineas celulares fueron incubadas a 28 °C en atmosfera de CO,. Para todos los casos, se utilizé la
técnica de la resazurina sédica (3 mM y 3-4 horas de incubacion), y se midi6 la fluorescencia. Para
el caso de los parasitos en cultivo, en paralelo, se realizo el ensayo de inhibicion del crecimiento por

conteo directo de parasitos en camara de Neubauer.

La IC50 y la CC50 para todos los casos, se calculé utilizando el modelo dosis-respuesta-inhibicion
que se muestra a continuacion en la Ecuacion 1:

y =B+ —B __ (Ec.1)
1+(IC, /X)

Donde Y es la sefial respuesta (sefial de fluorescencia de las células vivas o recuento manual), X es
la concentracion del inhibidor (nifurtimox/compuestos/derivados pg/mL), T y B son los pardmetros
que ajustan los comportamientos asintoticos. T, por “Top” a baja concentracion del inhibidor, B, por
“Bottom” a alta concentracion del inhibidor. HS, ajusta la pendiente con la que decae la funcion.
Finalmente IC50/CC50 indica la concentracion de X a la que la respuesta Y alcanza un 50 % del
valor T. Para el ajuste del modelo se emple6 “Prism 8 for windows” version 8.4.3, ©1992-2020

GraphPad Software, LLC.

3.2.12. Estimacion del indice de selectividad (IS) de los compuestos de
interés

Para estimar el potencial de un extracto o compuesto quimico dado, para inhibir el
crecimiento del parasito sin toxicidad para el huésped, se introdujo el concepto de indice de

selectividad (IS). El mismo queda definido mediante la Ecuacion 2:
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CC50
IC50

IS = (Ec.2)

Donde CC50 es la concentracion media citotdxica, del compuesto quimico de interés, sobre
las lineas celulares utilizadas (HeLa/NRK), y la IC50 es la concentracion media inhibitoria, del

mismo compuesto quimico, sobre el microorganismo modelo utilizado (tripomastigotes de 7. cruzi).

3.2.13. Determinacion de la inhibicion del crecimiento de amastigotes de 7.
cruzi en ensayos de invasion celular por tripomastigotes.

Para evaluar el efecto de los productos naturales y compuestos semisintéticos de interés
sobre la proliferacion celular de amastigotes de 7. cruzi, se utilizaron cultivos celulares HeLa. Una
densidad de 7000 células/mL, se sembré sobre vidrio en una placa de 24 pocillos con medio de
cultivo DMEM suplementado con SFB al 10%, y se llevé a incubacion durante 24 horas a 37 °Cy
atmosfera enriquecida con 5% de CO,. Posteriormente, las células se lavaron con PBS y se
agregaron cultivos de tripomastigotes de 7. cruzi de la cepa Y (relacion 20:1 parasitos:células),
dejandolas en contacto durante 2 horas. Pasado ese tiempo, se removieron los parasitos extrayendo el
sobrenadante de cada pocillo. Luego se agregd a las células medio de cultivo DMEM al 5% de SFB
combinado con los tratamientos de interés (productos naturales aislados y compuestos
semisintéticos), y sus respectivos controles (DMSO al porcentaje en el que se encuentran disueltos
los productos naturales y semisintéticos utilizados) dejandolas en incubaciéon durante 72 horas.
Luego de las 72 horas, se lavaron las células con PBS, se fijaron con PBS-paraformaldehido 4%
(Sigma), se tifieron con 1 pg/mL de DAPI (4,6°diamidino-2-phenylindole) (Invitrogen), se retiraron
los vidrios de las placas se montaron en laminas de observacion con el reactivo FluorSave™
(Calbiochem) para ser analizados en el microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E600 acoplado a
una camara SPOT RT™, Se tomaron fotografias de diferentes campos de la lamina y de las
obtenidas se analizaron el porcentaje de infeccion (#células infectadas/células totales)*100, el
nimero de amastigotes cada 100 células, y el numero de amastigotes por célula infectada. Para los

analisis se contaron 3000 células de cada tratamiento utilizando el programa Image J (“Cellcounter”

plugin).

3.2.14. Determinacion del porcentaje de liberacion de tripomastigotes de 7.
cruzi en ensayos de 7 dias post-infeccion.

Para evaluar el efecto de los productos naturales y compuestos semisintéticos de interés
sobre la liberacion de tripomastigotes de 7. cruzi, se sembraron 7000 células Hela/mL por pocillo en
placas de 24 wells, utilizando DMEM suplementado al 10% con suero fetal bovino y se incub6

durante 24 horas. Luego de 24 horas, las células se infectaron con tripomastigotes purificados como
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se describe en el apartado 3.2.4., en relacion célula:tripomastigotes 1:100. Los parasitos se dejaron
en contacto con las células en DMEM al 4% durante dos horas. Pasado ese tiempo, los wells se
lavaron tres veces con PBS y se colocaron los correspondientes tratamientos preparados en DMEM
4%, y se llevé a incubacion durante 72 horas. Luego de 72 horas, se renovaron los tratamientos hasta
observar la liberacion de tripomastigotes de las células al microscopio, a los 7 dias post-infeccion. El
sobrenadante con los tripomastigotes liberados se colectaron y transfirieron a placas negras de 96
wells, y con la técnica de la reduccion de la resazurina (3mM y 3-4 horas de incubacidn), se midi6 la
fluorescencia con el lector multimodo para microplacas PHER Astar FS, BMG Labtech con filtros de
excitacion/emision a 570 + 10 nm/590 = 10 nm. Los valores corregidos por el blanco se

normalizaron en forma de porcentaje respecto al control negativo.

3.2.15. Analisis estadistico

Todas las muestras analizadas y las medidas instrumentales utilizadas para esta tesis se
realizaron por triplicado. Los resultados finales se informaron como valor medio + desviacion
estandar. Para las comparaciones estadisticas de los resultados obtenidos, se aplico la prueba de
ANOVA unidireccional, utilizando el programa “Prism 8 for windows” version 8.4.3, ©1992-2020

GraphPad Software, LLC.
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4. Capitulo I

Estandarizacion de ensayos biologicos moleculares
y colorimétricos, para el desarrollo de un método
eficiente de rastreo de drogas.
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4.1. Objetivo Especifico e Hipotesis

La determinacion de compuestos con potencial efecto tripanocida sigue implicando,
principalmente, el conteo microscopico de parasitos. Esta técnica, si bien es robusta y de bajo costo,
implica muchas horas de trabajo, lo que la hace una técnica poco eficiente considerando la cantidad
de compuestos que se deben probar. Como alternativa, las técnicas moleculares y colorimétricas
representan un método eficiente para cuantificar ensayos de viabilidad celular. Las mismas requieren
el uso de organismos modificados y/o soluciones y reactivos accesibles, asi como también

instrumentos de medicion simples.

Con el objetivo de encontrar un método de cribado farmacoldgico eficiente, que reemplace
la técnica de recuento manual, la hipétesis de trabajo que se propone en este apartado, es que el uso
de técnicas moleculares y colorimétricas es un método de screening cuantitativo simple, eficiente y
reproducible para medir la actividad biolégica de productos naturales y farmacos antiparasitarios de

uso comercial sobre cultivos celulares.

Para ello, se ensayaron diferentes técnicas moleculares y colorimétricas en bioensayos sobre
epimastigotes de la cepa Y, silvestres y transgénicas, de 7. cruzi. Para los analisis se seleccionaron

tres técnicas:

1. Valoracion de fluorescencia de GFP (Green Fluorescent Protein) en epimastigotes
transgénicos de 7. cruzi, que expresan la proteina GFP.

2. Valoracion de la actividad de la f-galactosidasa en epimastigotes transgénicos de T. cruzi,
que expresan constitutivamente el gen de la B-galactosidasa.

Valoracion de la fluorescencia producto de la reduccion de la resazurina sédica en

w

epimastigotes silvestres (cepa Y).

Para evaluar la eficacia de cada técnica se realizaron curvas de calibracion y crecimiento
midiendo la sefial correspondiente en funcion de la concentracion de parasitos. A modo de control,
de forma paralela, se realizé la cuantificacion de los parasitos, por recuento microscopico por

camara de Neubauer.
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4.2. Resultados

4.2.1. Cuantificacion de epimastigotes transgénicos mediante la valoracion de la sefial
de fluorescencia de GFP.

Para estos ensayos se utilizaron cultivos axénicos de epimastigotes transgénicos de T. cruzi

(Y-GFP), y como parametro de medicion la fluorescencia de GFP que expresaban estos parasitos.

Como punto de partida se determind la curva de crecimiento de los parasitos, con el fin de

conocer su dinamica de crecimiento (Figura 26).
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Eigura 26: Curva de crecimiento de epimastigotes transgénicos (Y-GFP) en funcion
al tiempo de incubacion. La concentracion de cada punto se determiné por recuento
manual por cdimara de Neubauer. Cada punto de la curva indica la media +
desviacion estandar (SD) de los recuentos realizados en tres subcultivos
independientes (n = 3).

Se observa una fase de latencia en los primeros dias de incubacidn, seguido de una fase de
crecimiento exponencial hasta las 144 horas, una fase estacionaria breve a las 168 horas de

incubacidn, y la consecuente disminucion de la concentracion de epimastigotes.

Una vez establecida la dindmica de crecimiento de la cepa transgénica, se procedio a realizar
una curva de calibracion para evaluar la relacion entre la concentracion de parasitos y la sefial de
fluorescencia. Para ello, se analizaron las variaciones en la concentracion de epimastigotes y la
influencia del medio de cultivo en la medicion. Se evaluaron tres (3) condiciones: epimastigotes en

medio LIT, BHT y PBS.
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En la Figura 27, se muestran los resultados obtenidos para las curvas de calibracion en los
distintos medios, se construyeron tomando como soluciones de partida muestras de cultivos de
epimastigotes en etapa de crecimiento exponencial (72 horas de incubacion), posteriormente se
realizaron diluciones seriadas. Para todos los casos, se realizaron los controles de coloraciéon basal

correspondientes.
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Figura 27: Intensidad de fluorescencia en funcion a la concentracion de epimastigotes.
Condicion LIT cuadrados verdes, Condicion BHT triangulos negros, condicion PBS circulos
rojos. Se muestra el ajuste lineal para la condicion PBS, linea roja continua. Linea roja
discontinua, extension de la regresion por fuera de los datos del ajuste. La estrella roja marca el
punto de PBS que no se tomé en cuenta para el ajuste.

Se puede observar que tanto para la condicion LIT como BHT, la intensidad de fluorescencia
en funcion de la concentracion de parasitos, no sigue una respuesta lineal en el rango de
concentraciones estudiadas y presentan una alta intensidad de fluorescencia (10000 U.F) a las
concentraciones minimas. Sin embargo, para la condicion PBS se observé una tendencia lineal, entre
la minima concentracién estudiada y el valor aproximado de 5x107 epimastigotes/mL. A
concentraciones mayores se evidencia una pérdida de la linealidad como se resalta con la linea
extrapolada del ajuste (linea roja discontinua) y el punto de la maxima concentracion que se midio.
El ajuste por cuadrados minimos en el rango lineal dio como resultados una pendiente de (6,48 +
0,3)x10"* UF.mL/epimastigotes y una ordenada (-1391 + 524) UF. El 1’=0,99, cercano a 1, muestra
la bondad del modelo.

Para corroborar la correspondencia, se realizaron curvas de crecimiento durante 192 horas (8
dias) para seguir el grado de proliferacion de los parasitos mediante la variacion de la intensidad de
fluorescencia en la condicion PBS. A modo de comparacion, también se incluyeron las condiciones

LIT y BHT.
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Figura 28: Curva de crecimiento de epimastigotes en funcién al tiempo de incubacion. Eje izquierdo:
Intensidad de fluorescencia en funcion al tiempo de incubacion de pardsitos. Eje derecho:
Concentracion de epimastigotes por mililitro. Condicion LIT, cuadrados transparentes; condicion
BHT, triangulos transparentes; condicion PBS, circulos rojos; recuentos en camara de Neubauer en
medio LIT, rombos verdes.

La Figura 28, presenta un doble eje en las ordenadas, donde el eje izquierdo indica la
intensidad de fluorescencia para los tres medios estudiados. El eje derecho, con escala en unidades
de concentracion, muestra los resultados para el recuento microscopico de epimastigotes, por camara

Neubauer.

De los resultados de fluorescencia, sélo la condicion PBS presenta una buena
correspondencia con los resultados obtenidos por recuento microscopico. En esta condicion, también
se pudo obtener una correspondencia lineal entre fluorescencia y concentracion por medio de la
curva de calibracion, como se observa en la Figura 27. Sin embargo, en la Figura 28, también se
observa que cuando el crecimiento de los epimastigotes supera los 1x10® epimastigotes/mL (aprox
120 horas) se pierde la sensibilidad en la sefial de fluorescencia, mientras que los resultados por
recuento microscopico indican que los parasitos siguen multipliandose hasta las 144 horas o

1.75x10® epimastigotes/mL.

A partir de esto, se establecid una respuesta lineal de la intensidad de fluorescencia para la
condicion de PBS, de manera tal de poder correlacionar la variacion de fluorescencia con el aumento
de la concentracion de parasitos, sin necesidad de obtener su concentracion explicita, asumiendo que

un aumento en la sefial de fluorescencia corresponde a un aumento en la concentracion de parasitos.
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Aunque se puede considerar la factibilidad de esta técnica en la condicion de PBS para
seguir el crecimiento de epimastigotes, resulta muy laboriosa y poco eficiente en tiempo, ya que la
manipulacion de las muestras implica un proceso de lavados y centrifugaciones para extraer el medio
de cultivo y finalmente un paso de resuspension, de las muestras, en PBS para su posterior

valoracion.

4.2.2. Cuantificacion de epimastigotes transgénicos por medicion de la actividad de la

p-galactosidasa.

Para estos ensayos se utilizaron cultivos axénicos de epimastigotes transgénicos que
expresan el gen reportero de la pB-galactosidasa (Y-B-GAL), y como parametro de medicion, la

actividad de la B-galactosidasa por la hidrdlisis de los sustratos ONPG y X-GAL.

Como en el caso anterior, inicialmente verificamos con una curva de crecimiento, el
comportamiento de esta cepa de parasitos. En la Figura 29 se observa que hasta las 120 horas de
incubacion, los epimastigotes presentan un aumento poblacional, para luego empezar a disminuir.
Una vez realizada la curva crecimiento y analizado el comportamiento de los parasitos en cultivo, se
realizaron curvas de calibracion para evaluar la efectividad de la valoracion de la actividad de la

B-galactosidasa.
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Figura 29: Curva de crecimiento de epimastigotes transgénicos (Y-p-GAL) en funcion
al tiempo de incubacion. La concentracion de cada punto se determiné por recuento
manual por camara de Neubauer. Cada punto de la curva indica la media + desviacion
estandar (SD) de los recuentos realizados en tres subcultivos independientes (n = 3).

En la Figura 30 se muestran los resultados de la absorbancia en funcion de las diluciones
de epimastigotes para la construccion de las curvas de calibracion, para todas las combinaciones de

sustratos (X-GAL, ONPG) y medios utilizados (LIT, PBS).
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Figura 30: Absorbancia en funcion a la concentracion de epimastigotes. Condicion ONPG en LIT
triangulos azules, condicion ONPG en PBS tridngulos en verde.Condicion X-GAL en PBS circulos
negros, condicion X-GAL en LIT cuadrados rojos.

Se observa que las condiciones de X-GAL tanto en LIT como en PBS presentan un cambio
de absorbancia poco sensible a la variacion de concentracion de parasitos. Para las condiciones de
ONPG, en ambos medios, la situacion es opuesta. La absorbancia si presenta sensibilidad al cambio
de concentraciones, sin embargo, para las concentraciones superiores a 5x107 epimastigotes/mL, la
absorbancia posee valores que superan la unidad (1), haciendo esta medida poco confiable dentro
del rango de concentraciones de interés. Por debajo de 5x107 epimastigotes/mL se tendria una
respuesta lineal, pero la cantidad de puntos medida resulta insuficiente para llevar a cabo una
regresion lineal. Realizar un paso extra de dilucion seria la alternativa para ampliar ese rango. En
esta figura, solo se muestra la regresion lineal de la condicion X-GAL en LIT por presentar el mejor
resultado de entre todas las condiciones analizadas. La misma presenta una pendiente de (6 +
4)x10”° UA.mL/epimastigotes y una ordenada (-0,1 + 0.2) UA. La baja performance del ajuste se
puede ver con el gran error de la pendiente, y también en sus figuras de mérito, con un Limite de
Deteccion, LD = 2x107 epimastigotes/mL y un Limite de Cuantificacion, LC = 7x10’
epimastigotes/mL, este ultimo en el medio de concentraciones de interés, indicando que la

cuantificacion podria realizarse en un rango muy acotado de concentraciones.
4.2.3. Busqueda de los parametros oOptimos para la utilizacion de la técnica
colorimétrica reduccion de la resazurina sédica.

Los resultados obtenidos para el establecimiento de las condiciones experimentales dptimas

de los siguientes parametros: concentracion de parasitos, concentracion de resazurina y tiempo de

incubacion, para la aplicacion de la técnica colorimétrica de la reduccion de la resazurina se
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muestran a continuacion en la Figura 31.
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Figura 31: Intensidad de Fluorescencia vs epimastigotes/mL para distintos tiempos de incubacion y concentraciones
de resazurina. A: 1 hs. de incubacion. B: 2 hs. de incubacion. C: 3 hs. de incubacion. D: 4 hs. de incubacion. E: 5 hs.
de incubacion. F: Leyendas correspondientes a las concentraciones utilizadas de resazurina.
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Se observa que a los tiempos de 1 y 2 horas de incubacién, con diferentes concentraciones
de resazurina, se obtienen valores de intensidad de fluorescencia que no se corresponden
necesariamente con una respuesta creciente en la concentracion de parasitos. Sin embargo, a partir
de las 3 horas de incubacion se observa una correspondencia constante entre el aumento de la
intensidad de fluorencias y el aumento en la concentracion de epimastigotes para todas las
concentraciones de resazurina, siendo la concentracion de 3 mM la que mejor se ajusta en todos los
casos. A partir de estos resultados se tomaron como condiciones de experimentacion de la técnica,

una concentracion de resazurina de 3 mM y un tiempo de incubacion de 3 horas.

Finalmente, se realizé un barrido mas amplio de concentraciones de epimastigotes, de tal
manera a poder identificar el rango dinamico lineal de la respuesta de fluorencias vs concentracion
de epimastigotes. Estos resultados se presentan, mas adelante, en una curva de calibracion (Figura
33).

4.2.4. Cuantificacion de epimastigotes silvestres por reduccion de la resazurina sédica.

Para estos ensayos se utilizaron cultivos axénicos de epimastigotes de 7. cruzi silvestres
(Y-WT) en medio de cultivo LIT, y como parametro de medicion la fluorescencia producida por la

reduccion de la resazurina sodica.

En la curva de crecimiento, por recuento microscopico por camara de Neubauer, presentada
en la Figura 32, se observa que hasta las 168 horas de incubacion, los epimastigotes presentaban un

aumento poblacional y a partir de las 192 horas una disminucion.
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Figura 32: Curva de crecimiento de epimastigotes silvestres (Y-WT) en funcion al tiempo
de incubacion. La concentracion de cada punto se determiné por recuento manual por
camara de Neubauer. Cada punto de la curva indica la media + desviacion estandar
(SD) de los recuentos realizados en tres subcultivos independientes (n = 3).
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Seguidamente, se realizaron curvas de calibracion, con diluciones seriadas del cultivo de
parasitos. En la Figura 33 se presentan los resultados de las medidas de fluorescencia para las
distintas diluciones de epimastigotes tratadas con resazurina. Se observa una respuesta lineal de la
fluorescencia a la variacion de las concentraciones de parasitos, con un r* = 0,999. Los valores del
ajuste para el modelo resultaron ser (5,2 + 0,3)x10* UF.mL/epimastigotes para la pendiente, y (45 +
1259) UF para la ordenada.

60000+
50000+
40000+

30000

Intensidad de Fluorescencia 590 nm

*
200004
100004
0 T T T T T T T T T 1
1x107 2x107 3x107 4x107 5x107 6x107 7x107 8x107 9x107 1x10%
-10000- epimastigotes/mL

Figura 33: Intensidad de fluorescencia, por reduccion de la resazurina sédica, en funcion a la
concentracion de epimastigotes.

La Figura 34, presenta los resultados comparativos de las curvas de crecimiento durante 168
horas (7 dias), considerando las variables Intensidad de Fluorescencia (ordenada izquierda) y
recuentos de parasitos por camara de Neubauer (ordenada derecha). Se observa que hay un aumento
en la intensidad de fluorescencia al aumentar el tiempo de incubacién, ese aumento se corresponde
linealmente con el aumento de la concentracion de parasitos hasta que se alcanza un valor de 1x108
epimastigotes/mL (120 horas), a mayores concentraciones se ve observa que el crecimiento de los

pardsitos persiste, sin embargo, los valores de intensidad de fluorescencia saturan.
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Figura 34: Intensidad de fluorescencia, por reduccion de la resazurina sddica, en funcion al
tiempo de incubacion de epimastigotes.
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Se pudo corroborar que la medida de la sefial de fluorescencia en medio LIT, producto de la
reducciéon de la resazurina sodica se corresponde con las variaciones observadas en las
concentraciones de epimastigotes obtenidas por recuento microscopico. Estos resultados, nos

permiten utilizarla para medir la actividad inhibitoria de potenciales candidatos antiparasitarios.

Para confirmar la eficacia de la técnica de la resazurina, en las condiciones establecidas, para
cuantificar la inhibicioén de crecimiento por farmacos, se analizo el efecto inhibitorio del nifurtimox
sobre epimastigotes en fase exponencial de crecimiento y se calculé la IC50 del compuesto como se
indica en la seccion 3.2.10. Se pudo observar que a medida que la concentracién de nifurtimox
aumenta, tanto la intensidad de fluorescencia (ordenada izquierda) como la concentracion de
epimastigotes (ordenada derecha), disminuyen hasta llegar a la muerte total de los parasitos a

concentraciones iguales y/o superiores a 8 pg/mL (Figura 35).

Los resultados del ajuste para los valores medidos de fluorescencia y recuento microscopico
de parasitos dan un valor de IC50 de 1.9 +/- 1 pg/mL y 2.4 +/- 2.1 pg/mL, respectivamente.
Teniendo en cuenta estos valores se decidi6 utilizar una concentracion de nifurtimox de 2 pg/ml para
las pruebas de inhibicion de crecimiento parasitario, y utilizar este compuesto como el de referencia

para todos los controles positivos de nuestros experimentos.
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Figura 35: Crecimiento de epimastigotes en funcion a la concentracion de nifurtimox. Eje Y
(izquierda), representa a la intensidad de fluorescencia proporcional a la concentracion de
epimastigotes. Y (derecha) representa a la concentracion de epimastigotes por recuento
microscopico. Las lineas (roja y azul), muestran el ajuste dado por la Ec. 1.
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4.3. Discusion

En la actualidad, la evaluacion de la citotoxicidad en lineas celulares y la determinacion de la
actividad antiparasitaria de compuestos o farmacos con potencial efecto tripanocida, involucra la
utilizacion de diversas técnicas moleculares y colorimétricas?”. Estas incluyen el recuento
microscopico de parasitos vivos, la reduccion enzimatica de la molécula MTT por células en estado
viable en la que la actividad metabdlica de células vivas se correlaciona con la formacion de un
producto colorimétrico que puede cuantificarse®®, la evaluacion de la actividad enzimatica en
parasitos transfectados, la medicion de la fluorescencia emitida por parasitos modificados
genéticamente, asi como la deteccion de la absorbancia de compuestos cromoforos, entre otras
estrategias de analisis®®. Sin embargo, muchas de estas técnicas demandan la ejecucion de multiples
pasos en sus procedimientos, y en consecuencia, resultan en un consumo significativo de tiempo.
Esta complejidad procedural limita la eficiencia y practicidad en la realizacion de cribados

farmacolodgicos.

A través de la exploracion de alternativas metodoldgicas nos propusimos superar las
limitaciones actuales en términos de tiempo y complejidad. Para ello, establecimos como objetivo
desarrollar y establecer un método optimo y expedito para llevar a cabo el screening de compuestos
y farmacos con potencial actividad tripanocida, considerando la urgente necesidad de optimizar los
procesos de evaluacion de potenciales agentes terapéuticos, permitiendo identificar de manera mas
rapida y precisa aquellos compuestos que demuestren capacidad para combatir la infeccion por 7.

cruzi.

Para alcanzar este objetivo, se analizaron tres herramientas moleculares y colorimétricas:
Cuantificacion de la fluorescencia en epimastigotes de 7. cruzi que expresan el gen reportero GFP;
cuantificacion de la actividad de la PB-galactosidasa en epimastigotes de 7. cruzi que expresan
constitutivamente el gen de la P-galactosidasa y el ensayo colorimétrico de reduccion de la
resazurina sédica con epimastigotes silvestres, todos ellos pertenecientes a la cepa Y. En los tres
casos, se evaluo el comportamiento del crecimiento de los parasitos y se realizaron curvas de
calibracion (absorbancia o fluorescencia) vs concentracion de parasitos, a partir de las cuales se

calcularon las figuras de mérito que se presentan a continuacion en la Tabla 9.
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Tabla 9: Comparacion de las figuras de mérito de las técnicas analizadas.

Limite de deteccion Limite de *Sensibilidad Coeficiente
Técnica LD cuantificacion LC 7 L/ens.l ” ,a correlacion
(epimastigotes/mL) | (epimastigotes/mL) (Z.mL/epimastigotes ) de Pearson r
Fluore(s}‘;fg"ia de 1.36x10° 4,52x10° 6,48x10™ 0,9980
Absorbancia
B-galactosidasa 2,17x107 7,25x107 6,49x10” 0,9846
(X-GAL en LIT)
Florescencia
reduccion 2,6x10° 8.68x10° 5,23x10* 0,9993
resazurina

*Z: representa a las unidades de fluorescencia (UF) o absorbancia (UA), segiin corresponda.

A lo largo de los afios, se han descrito numerosos estudios in vitro € in vivo, con parasitos
transgénicos de Trypanosoma cruzi que expresan la proteina GFP utilizados como un método de
monitoreo, de invasion celular, cuantificacion del parasito, entre otros®®. En este contexto, se han
reportado transfecciones exitosas con vectores de expresion que permiten la integracion de los genes
de la proteina fluorescente verde (GFP) en los estadios epimastigotes de diferentes cepas, asi
también, a partir de cultivos envejecidos de epimastigotes transfectados, y mediante la infeccion de

células VERO, se pudieron obtener estadios de tripomastigotes y amastigotes fluorescentes'®".

Para nuestros ensayos, se utilizaron epimastigotes-GFP. En los resultados obtenidos, la
fluorescencia emitida por los epimastigotes-GFP se pudo correlacionar con el nimero de
protozoarios vivos. A su vez, la capacidad de cuantificar a estos organismos con una proteina
fluorescente sin la adicion de sustratos y cofactores convertia a esta metodologia en una técnica
conveniente para ensayos de este tipo. Adicionalmente, las figuras de mérito para la calibracion
resultaron adecuadas, viéndose que tanto el LD como LC se encontraban muy cercanos a las
minimas concentraciones con las que comienzan las curvas de crecimiento. El rango dindmico lineal
presenta resultados diferentes de acuerdo a si se considera la curva de -calibracion
(aproximadamente hasta 5x107 epimastigotes/mL) o los resultados de la superposicion de las curvas
de crecimiento cuantificadas por fluorescencia y por recuento (1x10® epimastigotes/mL). Sin
embargo, se encontraron limitaciones en esta técnica. Principalmente, el sistema donde se observa
una respuesta lineal de la fluorescencia con la concentracion de epimastigotes (condicion con PBS),
requeria un protocolo de preparacion de muchos pasos de lavados, centrifugacion y resuspension
donde se observaba pérdida de la muestra. Otra limitacion importante es la obtencion, manipulacion
y mantenimiento del protozoario transgénico. En nuestra experiencia, dentro del laboratorio, nos
enfrentamos en varias oportunidades a cepas de parasitos transgénicos que expresaban niveles bajos

de fluorescencia y otras perdian la capacidad de expresion con el tiempo. Teniendo en cuenta esto y
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sumado al largo protocolo que requeria la manipulacion individual de cada tratamiento, se concluy6

que esta técnica no era adecuada para aplicarla en nuestros ensayos de screening de compuestos.

Por otro lado, para la técnica de la actividad de la B-galactosidasa en T. cruzi, se describen
numerosos estudios exitosos estandarizando las condiciones experimentales del sustrato clorofenol
rojo B-D-galactopiranosida (CPRG)'®. Se destacan como ventaja de estos ensayos que la actividad
de la pB-galactosidasa es directamente proporcional al numero de parasitos transfectados viables, la
medida de absorbancia resulta rapida y sencilla, pudiéndose realizar con un espectrofotometro

estandar, y el sustrato comercial es accesible.

Nuestros resultados experimentales de la medida de absorbancia con los sustratos X-GAL y
ONPG, mostraron que el sistema no presentaba una respuesta lineal para los sustratos en condicion
PBS. En el caso de X-GAL en LIT, se pudo observar una respuesta lineal, pero su performance fue
muy baja. Este hecho se puede apreciar con las figuras de mérito de la regresion, con una baja
sensibilidad, y un LD y LC que son, aproximadamente, un orden de magnitud mayor en
comparacion a las técnicas de fluorescencia de Y-GFP y reduccion de la resazurina. En particular el
valor de LC se encuentra por encima de la mitad del rango de concentraciones evaluadas para la
curva de calibracion, lo que hace a esta metodologia poco util. Otro aspecto que condiciond nuestro
analisis, al igual que el caso anterior con Y-GFP, fue el protocolo utilizado para detectar la sefial,
pues requeria de un procesamiento con pasos de lavados, centrifugaciones y resuspensiones que

conducian a una inversion de tiempo considerable.

Por otra parte, la técnica colorimétrica por reduccion de la resazurina que es utilizada
tradicionalmente para examinar la contaminacion bacteriana y de levaduras en la leche, para evaluar
la calidad del esperma en humanos®®, entre otros, fue estandarizada y con resultados exitosos para
medir viabilidad celular en varios organismos incluyendo 7. cruzi. Tanto Rolon et al. (2005)', como
Torchelsen y col. (2021)"*, reportaron resultados exitosos con esta técnica al establecer parametros
optimos en cuanto a tiempo de incubacidon y concentraciones de resazurina y parasitos, siendo la
sefial de absorbancia su parametro de valoracion. La resazurina es un compuesto cromoforo redox,
no toxico y que se mantiene estable en el medio de cultivo. La bioreduccion de la resazurina por
células viables reduce la cantidad de su forma oxidada (azul) y, al mismo tiempo, aumenta la
cantidad de su forma reducida (violeta), lo que permite cuantificar el grado de citotoxicidad causado

por el agente de prueba.
El protocolo para la preparacion de la muestra y valoracion de la forma reducida de la

resazurina fue adaptado a las condiciones de nuestro laboratorio con resultados prometedores. La

modificacion mas importante fue la sefial medida, que en nuestro caso fue la fluorescencia emitida
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por el compuesto reducido resorufina. Otros ajustes fueron el rango de concentraciones de parasitos
evaluados, el tiempo de incubacion, y la concentracion de resazurina. Resultado las condiciones
optimas una concentracion de resazurina de 3 mM, un tiempo de incubacion de 3 horas con agitacion
a 28°C, y un rango de concentracion de parasitos de 8x10° a 1x10® epimastigotes/mL. En estas
condiciones se observo una respuesta lineal entre la fluorescencia emitida y la concentracion de
parasitos, resultados que se pueden apreciar en las Figuras 33 y 34. También, las figuras de mérito
de la regresion resultaron adecuadas con una buena sensibilidad y un LC y LD que se encontraban
por debajo de las minimas concentraciones de parésitos con las que comienza la curva de
crecimiento. Como primer paso en el estudio de citotoxicidad, se determiné la IC50 para el farmaco

de referencia Nifurtimox, estableciendo la concentracion de 2 pg/mL para los posteriores estudios.

La aplicacion de esta técnica reveld notables ventajas. Desde una perspectiva metodologica,
el protocolo de manipulacion se presentd como un proceso sencillo y rapido. Las muestras se
sembraron directamente desde los tubos de cultivo sin requerir procedimientos adicionales, mas alla
de la adicion del compuesto resazurina y la espera del tiempo de incubacion correspondiente. Es
importante resaltar que los parasitos empleados eran de origen silvestre, eliminando asi, la
dependencia de modificaciones genéticas. Ademas, se pudo constatar que la resazurina no producia
toxicidad sobre los parasitos, manteniéndose estable en el medio de cultivo sin generar precipitados
que pudiesen afectar las mediciones y sin necesitar pasos de disolucion de cristales. Sumado a esto,

el compuesto en cuestion es de un costo muy accesible.

Considerando estos beneficios, se optd por emplear esta técnica en todos nuestros ensayos

de citotoxicidad, los cuales arrojaron resultados sumamente alentadores.

La estandarizacion de una técnica colorimétrica rapida, menos laboriosa y semicuantitativa,
es una herramienta que favorece los avances en la investigacion de busqueda de candidatos quimicos
con potencial efecto antiparasitario de manera mas eficiente. Adaptar la técnica de reduccion de la
resazurina a nuestras condiciones de trabajo dentro del laboratorio nos permite avanzar en nuestras

busquedas de compuestos con potencial efecto antiparasitario contra 7. cruzi.
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5. Capitulo 11

Extraccion, aislamiento e identificacion de extractos
puros y metabolitos secundarios provenientes de
especies vegetales para la evaluacion de su actividad
biologica sobre cultivos axénicos de 7. cruzi.
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5.1. Objetivo Especifico e Hipotesis

El desarrollo de nuevos farmacos activos contra 7. cruzi sigue siendo un desafio importante
en el campo de la investigacion. El lento progreso en este campo, se debe principalmente al
complejo ciclo de vida y la diversidad genética del parasito, las diferentes sensibilidades a los
medicamentos disponibles y la poca atencion de las compaiiias farmacéuticas hacia las enfermedades
desatendidas. En este sentido, el descubrimiento de nuevos compuestos bioactivos o derivados, a
partir de fuentes naturales, sigue siendo una alternativa prometedora para el desarrollo de nuevos

farmacos.

El objetivo especifico de este capitulo consiste en la extraccion, aislamiento e identificacion
de extractos puros y metabolitos secundarios provenientes de especies vegetales para la evaluacion
de su actividad biologica sobre cultivos axénicos de de epimastigotes de 7. cruzi. La hipdtesis que se
propone es que a partir de metabolitos secundarios de especies vegetales, es posible hallar productos

naturales con potencial actividad tripanocida.

Para ello se realizé un estudio quimico de las hojas, flores, semilla y corteza de 6 especies
vegetales: Baccharis trimera (Carqueja blanca), Helietta apiculata (Canela de Venado), Jacaranda
caroba (Karoba), Brosimum gaudichaudii (Mamica de Cadela), Aristolochia triangularis (Ysypo
Mil Hombre) y Achillea millefolium (Milenrama), mediante la obtencion de extractos, subextractos
y compuestos aislados de los mismos, que fueron ensayados en bioensayos sobre el estadio

epimastigote de 7. cruzi.
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5.2. Resultados

5.2.1. Actividad bioldgica de extractos y subextractos

Los extractos etandlicos y subextractos polares y lipofilicos de las hojas, corteza, flores y
semillas de las especies analizadas, fueron evaluados en ensayos de actividad bioldgica frente a
epimastigotes de 7. cruzi. En la Figura 36, se hace referencia al proceso de obtencion de los

extractos y subextractos, y a las nomenclaturas de los productos obtenidos y utilizados en este

trabajo.
Material Vegetal
3 A1 _‘Maceramon- “"\
.., ‘Evaporacién .-
Extracto Etanélico
F il *Particién - T
™ *Evaporacion Lt
Subextracto Polar

Subextracto Lipofilico

Nombre comiin de

Partes/Caracteristicas

especies
Carqueja Blanca Hoja
(CB) (H)
Mamica de Cadela Corteza
(MdC) (c)
Ysypo Mil Hombre Flores
(YMH) (F)
Milenrama Semillas
(M) ()

Karoba
(K)

Extracto Lipofilico

(L)

Canela de Venado
(cv)

Extracto Polar

(P)

Figura 36: Esquema de obtencion de los extractos - subextractos, y su nomenclatura

Los ensayos se realizaron a una concentracion minima de 1 pg/mL, y a una concentracion
maxima de 100 pg/mL para cada caso. Los resultados obtenidos a 100 pg/mL se muestran en la
Figura 37, donde se destaca con un asterisco aquellos extractos que inhibieron significativamente el
crecimiento de epimastigotes, segin el analisis estadistico de ANOVA, comparado con el control

negativo, como se indicé en la metodologia.

Los extractos de las partes hojas de Carqueja Blanca (CB H), los extractos de las flores de
Karoba (KF), los subextractos polares de la corteza de Canela de Venado (CV CP), los subextractos
lipofilicos de la corteza de Canela de Venado (CV CL)y el subextracto polar de las hojas de Canela
de Venado (CV HP), presentaron actividad bioldgica en epimastigotes silvestres de 7. cruzi (cepa Y).
Estos lograron inhibir significativamente (35-60% de inhibicion), el crecimiento de epimastigotes a

una concentracién de 100 ug/mL para cada caso.
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Figura 37: Actividad antiparasitaria de extractos y subextractos, normalizada respecto al control negativo.
Los datos se representan como el promedio de triplicados, la barra de error corresponde a la desviacion
estandar (SD) del promedio. Control negativo, DMSO 0,1%. Control positivo (C+), Nifurtimox Lampit®
2ug/mL. (*) Porcentajes considerados significativos en los andlisis estadisticos por ANOVA (p<0.0001).

Los extractos puros de las hojas de Ysipo Mil Hombres (YMH H) y de la especie Achillea
millefolium conocida como Milenrama (M H) muestran una actividad antiparasitaria de
aproximadamente 25% de inhibicién del crecimiento de epimastigotes. Para nuestros calculos

estadisticos, este valor no resulta significativo comparandolo con el control negativo de la muestra.

El extracto puro de las semillas de Karoba (KS), de las hojas (K H), y los subextractos polar
y lipofilico (K HP) y (K HL), respectivamente, no mostraron actividad antiparasitaria significativa,
siendo el porcentaje de inhibicion del crecimiento de entre 10-22% con respecto al control negativo.
Sin embargo, el extracto puro de las flores (KF) presentd una capacidad de inhibicion significativa
de aproximadamente 42%, lo que motivé a seguir procesando la muestra e identificar a los

componentes del extracto.

5.2.2. Procesamiento de especies seleccionadas y actividad biolégica de los compuestos
aislados

Los extractos y subextractos que mostraron actividad significativa (*), fueron sometidos a

nuevos procesos de separacion y aislamiento para identificar a sus componentes quimicos de manera

aislada.
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A continuacién se describe, a detalle, el procesamiento de las especies de las cuales se
obtuvieron compuestos aislados. Posteriormente, los mismos fueron evaluados en los ensayos de

actividad bioldgica sobre epimastigotes silvestres de 7. cruzi.

= Baccharis trimera (Carqueja blanca)

Acetato de articulina
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Figura 38: Esquema del procesamiento del extracto etandlico de las hojas de Carqueja blanca (CB H) y las estructuras de
los compuestos puros obtenidos.
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500 gramos de hojas de B. trimera, fueron trituradas y maceradas en etanol durante 72 horas a
temperatura ambiente en envases de vidrio. El extracto etandlico de las hojas (CB H) se particiond y
se obtuvieron los subextractos lipofilicos (CB HL) y polares (CB HP). El subextracto polar (CB HP)
fue sometido a una cromatografia flash en columna seca de fase reversa [CFCS-(RP-18)] utilizando
mezclas de metanol:agua de polaridad decreciente para obtener 4 fracciones (Fr.1-Fr.4). La Fr.2 fue
sometida nuevamente a una cromatografia flash en columna seca en fase normal (CFCS) con
mezclas de éter de petroleo y acetato de etilo de polaridad creciente como solvente de desarrollo. Se
obtuvieron 13 fracciones de las cuales se continuaron trabajando las fracciones 5 (Fr.5) y 6 (Fr.6). La
fraccion Fr.5 fue purificada mediante una cromatografia de capa delgada preparativa (CCD), con una
mezcla de diclorometano:metanol (97:3) como solvente de desarrollo, obteniéndose el compuesto
acetato de articulina. La fraccion Fr.6 fue purificada mediante cromatografia en columna seca de
silica (CC) con mezclas de diclorometano:metanol de polaridad creciente como solvente de elucion,

obteniéndose el compuesto gaudichaudiosido A (Figura 38).

Ambos compuestos fueron evaluados sobre epimastigotes de 7. cruzi a concentraciones
minimas y méaximas de lug/mL y 10ug/mL, respectivamente. Segin el andlisis de ANOVA, los

mismos no presentaron una actividad antiparasitaria significativa respecto al control (Figura 39).
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Figura 39: Actividad antiparasitaria de compuestos aislados a partir del extracto
puro de las hojas de Carqueja Blanca (CB H), normalizada respecto al control
negativo. Los datos se representan como el promedio de triplicados, la barra de
error corresponde a la desviacion estdndar (SD) del promedio. Control negativo,
DMSO 0,1%. Control positivo (C+), Nifurtimox Lampit® 2ug/mL. Las
concentraciones de los compuestos: 1-10ug/mL = 2,07-25,7uM. (*) Porcentajes
considerados significativos en los andlisis estadisticos por ANOVA (p<0.0001).
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- Jacarandd caroba (Karoba)

De esta especie se analizaron las hojas, flores y semilllas, y se obtuvieron los extractos
etandlicos KH, KF y KS respectivamente. El extracto resultante de las flores (KF) se someti6 a
cromatografia flash en columna seca (CFCS) en fase normal con mezclas de ciclohexano:acetato de
etilo de polaridad creciente como solvente de elucién. Se obtuvieron asi 3 fracciones (Fr.1-Fr.3). La
Fr.3 fue permeada a través de a una columna de Sephadex con metanol como solvente de elucion
obteniéndose una fraccion semi-pura (Fr.4). Esta Gltima fraccion se purifico por cromatografia flash
en columna seca de fase reversa [CFCS-(RP-18)] y se pudo aislar e identificar el compuesto
etiljacaranona (Figura 40). Este compuesto es un artefacto formado a partir del producto natural
jacaranona debido a su extraccion con etanol. La actividad antiparasitaria del compuesto se probo
sobre cultivos de epimastigotes de 7 cruzi a las concentraciones de 2ug/mL (10,2uM), 20ug/mL
(102uM) y 100ug/mL (510uM) dando un resultado de mas del 70% de inhibicion, con respecto al
control negativo, a la concentracion de 100 pg/mL. En las demds concentraciones analizadas el

porcentaje de inhibicion fue de entre 2-10 %.(Figura 40).
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Figura 40: Esquema del procesamiento del extracto etandlico de las flores de Karoba (KF) y
la estructura del compuesto puro obtenido..
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Figura 41:. Actividad antiparasitaria de compuestos aislados a partir del
extracto puro de las flores de Karoba (KF), normalizada respecto al control
negativo. Los datos se representan como el promedio de triplicados, la barra
de error corresponde a la desviacion estandar (SD) del promedio. Control
negativo, DMSO 0,1%. Control positivo (C+) Nifurtimox Lampit® 2ug/mL.

(*) Porcentajes considerados significativos en los andlisis estadisticos por
ANOVA (p<0.0001).

= Helietta apiculata (Canela de venado)

De esta especie se analizaron los subextractos polar (CV HP) y lipofilico (CV HL),
obtenidos a partir de 700 gramos de hojas, y 1000 gramos de corteza (CV CP y CV CL). El

procesamiento de la corteza se describe en la Figura 42.

Al extracto puro etandlico de la corteza (CV C), se le realizé una extraccion acido base y se
obtuvieron las porciones orgénicas (CV CO)y acuosa (CV CA). La porcion organica fue sometida a
particion entre ciclohexano y metanol:agua (9:1) para separar del extracto total los alcaloides que
comunmente produce esta planta y se obtuvieron los subextractos polar (CV CP) y lipofilico (CV
CL). El subextracto polar (CV CP) fue sometido a una cromatografia flash en columna seca de fase
normal (CFCS), con mezclas de diclorometano y acetato de etilo de polaridad creciente como
solvente de elucion, obteniéndose 6 fracciones (Fr.1-Fr.6), La Fr.6 fue sometida a cromatografia en
columna flash con mezclas de ciclohexano, diclorometano y acetato de etilo de polaridad creciente
como solvente de elucion. Se obtuvieron 3 fracciones (Fr6.1-Fr.6.3). La Fr.6.3 se permed a través de
Sephadex con metanol como solvente de elucién lo que permitié obtener dos compuestos puros:
p-cumarato de metilo y maculina. Ademas, mediante cromatografia flash en columna seca de fase

reversa CFCS-PR, se obtuvo una mezcla de las cumarinas chalepina, uliscomoncadin A y
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gravelliferona y una fraccion impura de rutacultina, las estructuras de los compuestos se muestran

en la Figura 43.
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Figura 42 Esquema de extraccion de metabolitos secundarios de la corteza de Canela de Venado.
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Figura 43: Estructuras quimicas de los compuestos aislados a partir del subextracto polar de Canela de Venado (CV

Los mismos fueron probados sobre cultivos de epimastigotes de 7. cruzi a concentraciones

de 3-30 uM = 0,7-10 pg/mL. Todos los compuestos, excepto p-cumarato de metilo 3uM y chalepina

3uM mostraron actividad antiparasitaria significativa con respecto al control negativo. En particular,

se observo que la rutacultina 30uM y graveliferona 30uM presentan una inhibicién del crecimiento

mayor al 50% (Figura 44).
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Figura 44: Actividad antiparasitaria de compuestos aislados a partir del subextracto polar de la corteza de
Canela de Venado (CV CP), normalizada respecto al control negativo. Los datos se representan como el
promedio de triplicados, la barra de error corresponde a la desviacion estandar (SD) del promedio. Control
negativo, DMSO 0,1%. Control positivo (C+) Nifurtimox Lampit® 2 ug/mL. Las concentraciones de los
compuestos: 3-30 uM = 0,7-10 pg/mL. (*) Porcentajes considerados significativos en los andlisis estadisticos
por ANOVA (p<0.0001).

Entre los compuestos aislados que presentaron actividad antiparasitaria significativa, el
compuesto uliscomoncadina A se sometid a reacciones de funcionalizacion para la obtencion de los

derivados semisintéticos 1 y 2 (Figura 45), como se describi6 en la seccion 3.2.3.

0
HO N
Q- "0
HM/ Derivado 1
0 0" "0
Uliscomoncadin A
0" 'OH
Derivado 2

Figura 4S: Estructuras del compuesto Uliscomoncadin A y sus derivados
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El compuesto base y sus derivados 1 y 2, fueron ensayados sobre epimastigotes a
concentraciones de entre 1,25-20 pg/mL = 3,98-64 uM. Se obtuvieron los resultados que se observan
en la Figura 46, donde se puede apreciar que a las concentraciones de 10 y 20 ug/mL,
uliscomoncadin A presenta actividad bioldgica significativa. Por su parte, el Derivado I muestra un
efecto antiparasitario muy bajo a las concentraciones de 5, 10 y 20 pg/mL, mientras que el Derivado
2 no mostré resultados positivos a ninguna de las concentraciones analizada, y por tanto, sus

resultados no fueron representados en la figura.
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Figura 46: Actividad antiparasitaria del compuesto uliscomoncadin A y sus derivados,
normalizada respecto al control negativo. Los datos se representan como el promedio de
triplicados, la barra de error corresponde a la desviacion estandar (SD) del promedio. Control
negativo DMSO 0,1%. Control positivo (C+) Nifurtimox Lampit® 2ug/mL. Las concentraciones
de los compuestos: 1,25-20 pg/mL =~ 3-64 uM. (*) Porcentajes considerados significativos en los
andlisis estadisticos por ANOVA (p<0.0001).
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Por otro lado, el subextracto lipofilico de la corteza (CV CL) fue fraccionado mediante
CFCS con mezclas de éter de petroleo y acetato de etilo de polaridad creciente como solvente de
elucion. Se obtuvieron 6 fracciones Fr.1-Fr.6. El compuesto puro 4-O-prenillcinamato de metilo fue
aislado a partir de la fraccion Fr.4 por cromatografia en columna flash con un gradiente de
diclorometano y acetato de polaridad creciente. La Fr.5 fue sometida a CFCS-FR lo que permiti6
obtener una fraccion con mezcla de terpenos que fueron purificados por cromatografia de alta
resolucion (HPLC) de fase reserva como se muestra en la Figura 47. Se obtuvieron asi los
compuestos puros /upeol, d-amirina y una mezcla de isobauerenol e isomultiflorenol, inseparables en

las condiciones utilizadas. Las estructuras de los compuestos obtenidos se muestran en la Figura 48.
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Figura 47: Esquema de extraccion de metabolitos secundarios a partir del subextracto lipofilico de la corteza de Canela
de Venado.
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o-amirina
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Isomultiflorenol Isobaurenol
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Figura 48: Estructuras quimicas de los compuestos aislados del subextracto lipofilico de Canela de Venado (CV
CL)
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Los compuestos obtenidos fueron probados sobre cultivos de epimastigotes de 7. cruzi a
concentraciones de 3 M y 30 uM. Todos los compuestos, excepto la 6-amirina 3uM y lupeol 3uM

presentaron una actividad antiparasitaria significativa con respecto al control negativo (Figura 49).
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Figura 49: Actividad antiparasitaria de compuestos aislados, normalizada
respecto al control negativo. Los datos se representan como el promedio de
triplicados, la barra de error corresponde a la desviacion estdandar (SD) del
promedio. Control negativo, DMSO 0,1%. Control positivo (C+) Nifurtimox
Lampit® 2ug/mL. Concentraciones de los compuestos: 3-30 uM = 1-13 ug/mlL.
(*) Porcentajes considerados significativos en los andlisis estadisticos por
ANOVA (p<0.0001).
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5.3. Discusion

Hemos observado que compuestos quimicos comerciales y productos naturales que
pertenecen a un amplio espectro de clases quimicas presentan actividad antiparasitaria contra 7
cruzi. Ademas de los farmacos de referencia, nifurtimox y benznidazol, se han ensayado varios
productos comerciales utilizados en tratamientos de infecciones bacterianas, y que mostraron
actividad tripanocida, pero con poco éxito en las fases clinicas. La furadantina, la nitrofurazona, la
furaltona y la furazolidona, son algunos nitrofuranos que presentaron cierta actividad*”’. Por su parte,
los nitroimidazoles como el metronidazol y derivados semisintéticos de este fueron descritos con
actividad, pero también informaron que producen resistencias debido al metabolismo del farmaco®®.
Algunos pirazoles como el allopurinol parece ser activo frente a 7. cruzi y resulta menos toéxico que

los compuestos de primera linea, pero no se ha mostrado eficaz en pacientes en fase aguda®®.

Las investigaciones etnofarmacoldgicas, sobre las propiedades tripanoestaticas o
tripanocidas de metabolitos secundarios sigue llamando la atencién. Aunque en la mayoria de los
casos, los mecanismos de accién y sus blancos terapéuticos se desconocen o no han sido
demostrados claramente, las enzima trans-sialidasa®'® y la cruzipaina®'! son los objetivos que mas se
destacan en las bibliografias, aunque también se sostiene que algunos productos naturales interfieren
con el equilibrio redox de los parasitos, actuando ya sea en la cadena respiratoria o en las defensas

celulares contra el estrés oxidativo produciendo radicales superoxidos?'2.

Las especies bajo analisis en esta tesis, son originarias de la selva misionera y su seleccion
se basé principalmente en sus usos tradicionales en la medicina popular. A partir de estas se
obtuvieron 7 extractos y 6 subextractos, cuya performance, en los ensayos de actividad bioldgica, se

resumen a continuacion.

Varios autores mencionan efectos antiparasitarias contra Leishmania amazonensis*® 'y
Plasmodium falciparum®* a partir de extractos etandlicos de las partes aéreas, para la especie A.
triangularis, conocida comunmente como Ysipo Mil Hombre, y acreditan este efecto a la presencia
de alcaloides, fenoles y terpenos en los extractos, sin embargo, nuestros andlisis no arrojaron

resultados significativos en 7. cruzi, ver Figura 37.

Por su parte, la especie Achillea millefolium conocida como Milenrama, cuenta con
bibliografia que describe la actividad tripanocida de los extractos metanolicos de las partes aéreas
sobre cultivos de epimastigotes de Trypanosoma evansi’®, donde se mostraron resultados variables en
cuanto a su actividad antiparasitaria. Describen que a concentraciones de 250 pg/ml del extracto, se

producia un efecto tripanoestatico, mientras que a concentraciones de 1000 pg/ml se observaba un
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efecto tripanocida. Nuestros analisis no mostraron actividad antiparasitaria significativa, en
epimastigotes, a la méxima concentracion utilizada (100 pg/ml). Mayores concentraciones no fueron
evaluadas en nuestros ensayos considerando que lo deseado es encontrar compuestos que permitan
tener mejores resultados, en cuanto a la actividad antiparasitaria, y la menor citotoxicidad posible a
concentraciones menores de las utilizadas con los farmacos de primera linea en el tratamiento de la

enfermedad.

Por su parte, los subextractos lipofilicos y polares, asi como los extractos puros obtenidos de
las hojas (KH) y las semillas (KS) de Karoba (Jacarandd caroba), no mostraron actividad
antiparasitaria significativa. Sin embargo, para los extractos de las flores (KF), se identific6 una
actividad bioldgica significativa a la concentracion maxima examinada. Al desglosar la composicion
quimica del extracto de (KF), se encontré como compuesto mayoritario la etiljacaranona, producto
de la transesterificacion que sufre la jacaranona al estar en contacto con el etanol utilizado durante la
maceracion del material vegetal. El compuesto estilado fue probado a diferentes concentraciones
(2-100 pg/mL), observandose actividad biolégica a 100 pg/mL. La jacaranona es un metabolito
secundario abundante y de facil obtencion e identificacion en diferentes especies vegetales,
incluyendo a Jacarandd caroba. Existen bibliografias que citan a este compuesto con propiedades

215, Se ha descrito

antiparasitarias contra Leishmania sp, Tripanosoma sp y Plasmodium sp
especificamente, que la jacaranona, aislada de las hojas de algunas especies de Bignoanaceae,
muestra una fuerte actividad contra promastigotes de L. amazonensis. Ademas muestra una débil
actividad in vivo cuando se administra por via subcutdnea a ratones infectados con L. amazonensis'*°.
Estos resultados sugieren que el compuesto jacaranona merece evaluaciones mas profundas y

sistematicas, dado que ha demostrado repetidamente su potencial como un candidato antiparasitario.

Considerando los resultados descritos para los extractos hidroetanolicos de las partes aéreas
de Mamica de Cadela (Brosimum gaudichaudii), donde se probaron distintas concentraciones del
extracto en ensayos in vivo sobre ratones infectados con el estadio tripomastigote mostrando

resultados favorables a concentraciones de 100 mg/kg'

, para esta tesis, se decidio analizar el
extracto de la corteza de Mamica de Cadela (MdC C), siendo este recurso disponible en cantidades
adecuadas para su analisis. Aunque en la bibliografia citada, no se identifica al compuesto
responsable de la actividad, se asocid a la presencia de furanocumarinas siendo estos los principales
componentes del extracto tanto en las partes aéreas como en la corteza. Nuestros resultados no
mostraron actividad antiparasitaria significativa con respecto al control negativo, obteniéndose un

porcentaje de inhibicién de aproximadamente el 30%.

101



Capitulo II

Para la asteraceae Carqueja Blanca (Baccharis trimera), se describe en la literatura, que los
extractos etanolicos y algunas de sus fracciones obtenidas de las partes aéreas presentaron actividad
contra los amastigotes intracelulares de Leishmania amazonensis a concentraciones de 133 pg/mL y
1,6 uM, respectivamente. En la fraccion analizada, el compuesto mayoritario obtenido fue el
flavonoide eupatorina (3',5-dihidroxi-4',6,7-trimetoxiflavona), al cual se le acreditdo el efecto
antiparasitario®'®. En nuestros anélisis, el extracto obtenido de las partes aéreas, presentd actividad
bioldgica significativa, a la mayor concentracion analizada (100 pg/mL), sin embargo, los dos
productos mayoritarios purificados (acetato de articulina y gaudichaudiésido A), no presentaron
efecto sobre los epimastigotes a las concentraciones ensayadas. Esto pareceria indicar que o bien se
necesitan concentraciones mayores de los mismos o, que el compuesto responsable de la actividad es

minoritario en el extracto y no se pudo identificar al contar con muy poca cantidad del mismo.

Los terpenos, alcaloides y las cumarinas son algunos de los productos naturales mas
abundantes y de facil obtencion a partir de las partes aéreas y corteza en la planta conocida
popularmente como Canela de Venado (Helietta apiculata). Se describe que en muchas especies
vegetales, estos grupos de compuestos presentan actividad biologica en promastigotes de algunas
especies de Leishmania'®. En nuestros analisis, los subextractos polares y lipofilicos de la corteza
(CV CP y CV CL, respectivamente), asi como también, el subextracto polar de las hojas (CV HP),
presentaron actividad bioldgica a la maxima concentracion analizada. Los subextractos polares y
lipofilicos de la corteza fueron procesados hasta la obtencion de compuestos aislados que
posteriormente fueron identificados y agrupados en tres grupos: cumarinas (rutacultina, chalepina,
gravelliferona y uliscomoncadin A); terpenoides (triterpenos pentaciclicos), (d-amirina, lupeol,

Isomultiflorenol y Isobauerenol); y el acido-trans-cinamico, p-cumarato de metilo.

Las cumarinas uliscomoncadin A'y chalepina fueron los compuestos mayoritarios obtenidos
en nuestras muestras de Canela de Venado. Existe bibliografia que cita la interaccion de la chalepina
con la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa glucosomica (gGAPDH) con un posible

efecto tripanocida®!’

. Los autores de este analisis, caracterizaron el complejo gGAPDH-chalepina, y
sugirieron que se podria mejorar el efecto de la interaccion con algunas modificaciones estructurales
en la chalepina, reemplazando el grupo 1,1-dimetilalilo por heterodtomos como nitrégeno, oxigeno o
halégenos. Partiendo de este enunciado y teniendo en consideracion que el compuesto
uliscomoncanina A tiene una estructura quimica muy similar a la chalepina, que comparten el
mismo grupo funcional y la disponibilidad del material quimico, se decidi6 realizar modificaciones
quimicas estructurales sobre el 1,1-dimetilalilo y la lactona del uliscomoncanin A. De esa forma se

obtuvieron los derivados 1 y 2, que fueron ensayados in vitro frente a los epimastigotes de 7. cruzi
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para medir su actividad, observandose una pérdida de actividad para todos los derivados

semisintéticos.

Andlisis in vitro e in silico describen a los terpenoides acetato de lupeol y a-amirina con
actividad antiparasitaria moderada en tripomastigotes y amastigotes de 7. cruzi. Estos resultados
indican que estos compuestos podrian actuar como potenciales inhibidores de la enzima cisteina
sintasa del parasito (TcCS)?'%, lo cual tiene implicancias significativas en la bisqueda de estrategias
antiparasitarias efectivas. Entre los triterpenos obtenidos en nuestro estudio, se encuentran el lupeol,
perteneciente a la serie lupeno como lo es el acetato de lupeol, y el triterpeno amirénico, d-amirina.
Estos compuestos mostraron actividad biologica en epimastigotes con un alcance del 20-30%, a
concentraciones maximas de 30 uM. Por otro lado, es relevante sefialar que no se encontr6 en la
literatura previa, informacion sobre la actividad antiparasitaria de los triterpenos Isomultiflorenol e
Isobauerenol en T. cruzi. Este hecho podria sugerir que nuestros resultados son los primeros al
evidenciar una actividad biolégica a 10 uM para una mezcla de estos compuestos, la cual

lamentablemente no pudo ser separada para un analisis mas detallado.

Es importante destacar que existe el consenso de utilizar concentraciones de 10 pg/mL para
los extractos crudos y de 1 pg/mL para los compuestos puros aislados y que son utilizados en los
ensayos in vitro frente a amastigotes intracelulares para la busqueda de compuestos con potencial
actividad tripanocida®'®. Sobre la base de esto Gltimo, y considerando la sensibilidad variable de los
diferentes estadios del 7. cruzi, en este trabajo de tesis, las pruebas de actividad se realizaron a las
concentraciones mencionadas y a concentraciones de hasta 10 veces mayor en algunos casos. Asi,
los extractos crudos se evaluaron a concentraciones de entre 10-100 pg/mL, mientras que los
compuestos puros aislados se analizaron a concentraciones de entre 1 y 20 pg/mL (o su equivalencia

correspondiente en concentraciones micromolares).

Hasta este punto de nuestro analisis, es fundamental destacar que entre todos los extractos y
subextractos analizados, se han identificado cinco (5) que presentaron una actividad bioldgica: el
extracto de las hojas de Carqueja Blanca (CB H); el extracto de las flores de Caroba (KF); la
fraccion polar del subextracto de las hojas de Canela de Venado (CV HP); la fraccion lipofilica del
subextracto de la corteza de Canela de Venado (CV CL) y la fraccion polar del subextracto de la
corteza de Canela de Venado (CV CP). Ademas, resaltar el logro del aislamiento y la identificacion
de 13 compuestos puros (etiljacaranona, acetato de articulina, gaudichaudiésido A, rutacultina,
4-O-prenilcinamato de metilo, chalepina, gravelliferona, uliscomoncadina A, é-amirina, lupeol,

Isomultiflorenol e Isobauerenol, p-cumarato de metilo), y la obtencion de los derivados
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semisintéticos 1 y 2 a partir del compuesto uliscomancadin A, marcando un logro importante en

nuestro proceso de investigacion.

Si bien es cierto que en nuestros ensayos se utilizaron altas concentraciones de los extractos
puros y los compuestos aislados para observar un efecto antiparasitario significativo, los resultados
obtenidos sugieren que algunos productos poseen un gran potencial como candidatos en el desarrollo
de farmacos para el tratamiento de la enfermedad de chagas. Asi también, respaldan su relevancia
como compuestos naturales que podrian dar origen a derivados semisintéticos, mediante
modificaciones estructurales en los compuestos base, que tuvieran mejores efectos antiparasitarios a
menores concentraciones. Muchos de estos compuestos, han demostrado presentar actividad sobre
Leishmania sp, esto no es de extrafiar considerando la relacién filogenética y bioquimica de los

géneros Trypanosomay Leishmania®**".

Por otro lado, cabe mencionar que el uso de cultivos axénicos de epimastigotes de T cruzi,
en la mayoria de las pruebas de actividad bioldgica, se considera ventajosa en virtud de las
demandas estructurales del laboratorio. Asi también, este estadio resulta eficaz para la identificacion
de compuestos activos. Sin embargo, esta aproximacion tiene sus limitaciones, principalmente

porque no considera los estadios infectivos del parasito.

Los compuestos aislados que han presentado actividad bioldgica y demostraron potencial
como agentes tripanocidas merecen una evaluacion exhaustiva en todos los estadios del parasito.
Ademas, es fundamental llevar a cabo un minucioso andlisis molecular con el proposito de

identificar los posibles mecanismos de accion y los blancos moleculares en el 7. cruzi.

Adoptar un enfoque integrado en esta direccion podria revelar compuestos lideres de gran
relevancia para el desarrollo de medicamentos mejorados, los cuales son imperativos en la lucha
contra la enfermedad de Chagas. Esto, a su vez, abre nuevas perspectivas para investigaciones
orientadas al aislamiento y elucidacién de sustancias o compuestos, asi como para la comprension

profunda de sus mecanismos de accion.
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Evaluacion de la citotoxicidad y actividad
antiparasitaria de compuestos puros y
semisintéticos aislados del Guatambu blanco.
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6.1. Objetivo Especifico e Hipotesis

Balfourodendron riedelianum, conocida cominmente como "Guatambu blanco" es una de
las principales especies arboreas de la selva misionera de Argentina. La corteza de B. riedelianum
produce grandes cantidades de los alcaloides de furoquinolina kokusaginina y flindersiamina®?.
Existen numerosas actividades bioldgicas reportadas, en la literatura, para ambos alcaloides, como
actividad antimicrobiana, fungicida, antifouling e incluso se le atribuyen propiedades antiparasitarias
contra la malaria®®. Todos estos resultados son evidencia de posibles interacciones entre los
alcaloides de furoquinolina y diferentes blancos bioldgicos. Asi también, se sabe que los derivados
de quinolina tienen efecto antiparasitario contra Leishmania spp. y tripanosomas, y algunos
quinolones sintéticos sustituidos en la posicion C4 han mostrado una mayor actividad contra 7. cruzi,
en comparacion con sus precursores’*??, Estos resultados previos respaldaron la exploracion de las
posibilidades semisintéticas de estos compuestos base, con el fin de mejorar sus conocidas

actividades biologicas.

El objetivo de este capitulo es el analisis de la actividad antiparasitaria de los compuestos
puros kokusaginina y flindersimina y sus derivados semisintéticos obtenidos a partir del Guatambu
blanco, contra cultivos axénicos de epimastigotes y tripomastigotes de Trypanosoma cruzi, asi como

también, contra el estadio intracelular amastigote.
La hipdtesis que se propone, es que modificaciones estructurales en los compuestos

obtenidos en esta especie vegetal, mejoran la actividad bioldgica de estos compuestos sobre los

diferentes estadios de 7. cruzi.
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6.2. Resultados

Del procesamiento de la corteza del Guatambu blanco (Balfourodendron riedelianum), se

obtuvieron los compuestos Kukusaginina y Flindersamina (Figura 49).
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Figura 49: Estructuras quimicas de los compuestos kokusaginina y flindersiamina.

Mediante reacciones de sustitucion se obtuvieron derivados bromados que se utilizaron para generar

aminas, reemplazando el grupo R* por diferentes sustituyentes (Figuras 50 y 51).
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Figura 50: Proceso de obtencion de los derivados bromados y las anilinas. A, estructuras de los compuestos
base kokusaginina (1) y flindersiamina (2). B, derivados bromados de kokusaginina (1a) y flindersiamina (2a).
C, producto final de las sustituciones del Br por los distintos sustituyentes (R'=aminas primarias y

secundarias).
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Figura 51; Sustituyentes R*, para los derivados bromados.

Los compuestos puros y la mayoria de sus derivados fueron evaluados sobre epimastigotes a

concentraciones de 1 pg/mL y 10 pg/mL = 25,0-38,5 uM. A 1ug/mL ninguno de los compuestos

presentd un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de parasitos.

Los resultados obtenidos para Kokusaginina (1) y sus derivados, a 10 pg/mL, se presentan en

la Figura 52. Aqui se pudo observar que los compuestos derivados 1b-1i presentan una actividad

antiparasitaria de entre 30-75% con respecto al control negativo, en comparacion a sus respectivos

compuestos base y derivado bromado (1 y la, respectivamente). En particular, los compuestos 1c,

1d, le y 1f, presentan una capacidad de inhibicion de mas del 60%, un porcentaje superior al control

positivo (C+), destacandose el compuesto 1e con casi el 75% de inhibicion.
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Figura 52: Actividad antiparasitaria de kokusaginina y sus derivados, normalizada respecto al
control negativo. Los datos se representan como el promedio de triplicados, la barra de error
corresponde a la desviacion estandar (SD) del promedio. Control negativo, DMSO 0,1%. Control
positivo (C+) Nifurtimox Lampit® 2ug/mL. Concentracion de los compuestos 10 ug/mL =
25,0-38,5 uM. (*) Porcentajes considerados significativos en los andlisis estadisticos por ANOVA
(p<0.0001).

Para Flindersiamina (2) y sus derivados, se obtuvieron los resultados observados en la
Figura 53 a una concentracion de 10 pg/mL. Aqui se observa que los compuestos derivados (2b-2h,
2k, 21 y 2n) tienen un mejor efecto antiparasitario, sobre los epimastigotes, que los compuestos base
(2) y el derivado bromado (2a). Salvo el compuesto 2d que presentd una capacidad de inhibicion de
aproximadamente 47%, los compuestos 2b, 2c, 2e, 2f, 2g, 2h, 2k, 21, 2n, presentaron actividad
antiparasitaria de entre 60-95%, superior al control positivo (C+) que presenta una actividad de
aproximadamente 52%. Los demés compuestos no mostraron actividad significativa en nuestros

analisis.
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Figura 53: Actividad antiparasitaria de flindersiamina y sus derivados, normalizada respecto al
control negativo. Los datos se representan como el promedio de triplicados, la barra de error
corresponde a la desviacion estandar (SD) del promedio. Control negativo, DMSO 0,1%.
Control positivo (C+) Nifurtimox Lampit® 2ug/mL. Concentracion de los compuestos 10 ug/mL
=~ 25,0-38,5 uM. (*) Porcentajes considerados significativos en los andlisis estadisticos por
ANOVA (p<0.0001).

Ante la buena performance de los compuestos derivados, se procedié a una caracterizacion
de mayor profundidad, que permita analizar la posible viabilidad de estos compuestos como
potenciales candidatos para drogas antiparasitarias. En la Tabla 10, se muestran los resultados de la
CC50 calculada en las lineas celulares NRK y Hel.a, seguido por los valores calculados de la IC50
en cultivos de tripomastigotes de 7. cruzi RA/YWT. Finalmente, estos resultados fueron utilizados
para obtener los indices de selectividad mediante la relacion entre la CC50 de las lineas celulares y la
IC50 de la actividad antiparasitaria calculada, considerando que cuanto mayor sea el IS, mayor sera
la actividad antiparasitaria selectiva del extracto o compuesto en cuestion. Aquellos compuestos
cuyo indice de selectividad (IS) fueron iguales o mayores a 20, fueron analizados sobre los

amastigotes (formas proliferativas intracelulares presentes en el huésped mamifero) de la cepa Y.
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Tabla 10 Caracterizacion de la citotoxicidad, actividad biolégica en tripomastigotes e indice de selectividad de los compuestos de interés

Citotoxicidad (CC50 pM)

Actividad anti-tripomastigote

indice de selectividad (IS)

Compuesto (IC50 uM)
Hela NRK Cepa RA CepaY Hela/RA| Hela/Y | NRK/RA NRK/Y

2b 42.3+1.6 36.2+0.3 - 27.38 - 1.5 - 1.3
le/2c 78.6+0.3/31.6+£0.6| 16.4+0.3/30.0£1.5 | 1.9+0.3/>14.2 | 3.0+0.6/40.1+£7.0 | 41/<2 26/0.8 9/<2.1 5/0.8
1d/2d 7.1£0.8/46.0+£5.1 | 10.1+0.5/114.9+12.8 - >14.1/>20 - <0.5/<2.3 - <0.7/<5.5
le/2e 70.74£9.0/22.8+2.5 | 17.0£0.6/16.7+0.8 | 3.6+£0.4/ >12.1 1.0+0.4/50.2 20/<2 71/0.5 5/<1.3 17/0.3
1f/2f 93.2+29.0/28.3£2.3 | 26.7+0.2/12.0+0.4 -/>13.7 >20/>20 -2 | <4,6/<1.5 -/<0.8 <1,3/<1
1g/2g ]26.3+1.6/159.4+30.1| 112.5+3.0/232.0+4.6 -/>26.3 >20/>20 -/<6 <1/<8 -/<0,5 <6/<12
1h/2h 43.3£2.0/31.4+0.2 | 49.94+2.4/36.0+0.3 - 38.9+£7.0/27.4+3.0 - 1.1/1.5 - 1.3/1.3

1i 45.4x1.5 33.543.3 - 31.6£10.0 - 14 - 1.1

2k 11.7+0.3 21.5+0.5 - >20 - <1 - <2

21 24.7+ 0.7 17.4+0.3 - - <2 - <1

>20
2n 16.5+2.7 44.9+0.4 - >20 - <1 - <3

C+: Nifurtimox ELEA® 2 ug/mL (6,9 uM).

Los compuestos 1c y le mostraron una mejor actividad in vitro contra los tripomastigotes

que el nifurtimox (control positivo) con IC50 <4 pM. Ademas, ninguno de los compuestos resulto

citotéxicos contra las lineas celulares analizadas. Asi también, cuando se evaluaron contra los

amastigotes intracelulares, y los tripomastigotes liberados, el compuesto 1c fue capaz de reducir

significativamente el niumero de estos, en comparacion con el control negativo (DMSO 0,1%)

Figura 54.
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Figura 54. Efecto del compuesto Ic y le sobre los amastigotes intracelulares de la cepa Yy
tripomastigotes liberados a los 7 dias post infeccion (d.p.i.). Control negativo, DMSO 0,1%.
Control positivo (C+) Nifurtimox Lampit® 2ug/mL. Los datos se representan como el promedio
de triplicados, la barra de error corresponde a la desviacion estandar (SD) del promedio. Los
(*), representan a los porcentajes considerados significativos en los andlisis estadisticos por
ANOVA: * p<0.01.

6.3. Discusion

En este capitulo se presentan los ensayos del cribado in vitro contra T. cruzi para los
compuestos kokusaginina (1) y flindersiamina (2), ademas de sus derivados, con el objetivo de

encontrar compuestos que sean activos contra los tres estadios del parasito.

Como primer enfoque para evaluar la actividad antiparasitaria y citotoxica potencial del
Guatambu blanco, se evalud la toxicidad de los compuestos contra los epimastigotes de 7. cruzi
(formas extracelulares no infecciosas y proliferativas presentes en el insecto vector conocido como

vinchuca) de la cepa Y, asi como su citotoxicidad contra las lineas celulares HelL.a y NRK.
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Los epimastigotes fueron tratados a concentraciones de 1 pug/ml y 10 pg/ml de los
alcaloides. Aunque ninguno de los compuestos probados mostré inhibicion del crecimiento a 1
ug/ml, se observaron efectos inhibitorios significativos para 1b-i y 2b-h/k,1,n, a 10 pg/ml (Figuras
52 y 53), estos datos fueron expresados como porcentaje de inhibicién de crecimiento de los
epimastigotes en relacion con el control negativo. Cabe destacar que ni los alcaloides base 1 y 2, ni
sus productos bromados, la y 2a, fueron activos contra los parasitos en las concentraciones
evaluadas. En general, se pudo observar que los derivados de flindersiamina fueron mas activos que

los obtenidos a partir de kokusaginina.

Aunque existe un consenso en desconsiderar el uso de epimastigotes de 7. cruzi para el
cribado inicial de bibliotecas de compuestos como una Unica prueba, reemplazandola por el uso de
amastigotes intracelulares que persisten en la fase cronica de la infeccion, la busqueda de
compuestos contra 7. cruzi que afecten a todas las etapas del parasito sigue siendo un enfoque en
debate. Esto es especialmente 1til cuando se estudia un objetivo molecular o una via metabdlica
similar. Ademas, un farmaco que sea activo contra todas las etapas del parasito evita el problema de

la expresion diferencial dependiente de la etapa del blanco molecular.

Considerando esto ultimo, aquellos compuestos que no fueron considerados citotdxicos y
presentaron actividad bioldgica en epimastigotes, fueron ensayados sobre cultivos de tripomastigotes
(forma infecciosa y no proliferativa presente en el huésped mamifero) de las cepas RA e Y. Aquellos
cuyo indice de selectividad (IS) fueron iguales o mayores a 20, fueron analizados sobre los
amastigotes (formas proliferativas intracelulares presentes en el huésped mamifero) de la cepa Y y

sobre tripomastigotes liberados.

Dos de los candidatos, los compuestos 1c y le, se destacaron por su efecto dual contra los
estadios epimastigotes (cepa Y) y tripomastigotes (cepas RA e Y), con una alta inhibicion del
crecimiento para la forma no infecciosa (epimastigotes) y valores bajos de IC50 para la forma

infecciosa (tripomastigotes).

Contrariamente a los resultados observados contra los epimastigotes, los tripomastigotes
fueron mas afectados por los derivados de la serie de kokusaginina que por los de la serie de
flindersiamina. Ademas, ambos compuestos mostraron citotoxicidad muy baja contra lineas celulares
diferentes. Los indices de selectividad también fueron relativamente altos contra ambas cepas de

tripomastigotes (1c: 41.0 para RA 'y 26.0 para Y; 1€:20.0 para RA 'y 71.0 para Y).

113



Capitulo 111

Como se muestra en la Figura 54, el compuesto 1¢ produjo una disminucion en el nimero
de amastigotes (cepa Y) y en los tripomastigotes liberados a los 7 dias post infeccion, en
comparacion con el control negativo (DMSO 0,1%) en la concentracién mas alta probada (5,98 uM),
sin citotoxicidad hacia las células hospedadoras (IC50 en células Hela a las 48 horas 78,6+0,3 uM).
De esta manera, se observo que el compuesto 1c fue capaz de ejercer un efecto sobre las tres etapas
de desarrollo del 7. cruzi, por lo que puede ser un candidato adecuado para un analisis farmacologico
mas profundo. Estos resultados estdn en linea con nuestro objetivo de obtener compuestos
prometedores como punto de partida para el desarrollo de nuevas terapias contra la enfermedad de

Chagas. Los resultados de este capitulo se encuentran publicados en la revista ChemMedChem

https://chemistry-europe.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/cmdc.202100784

De esta manera, los alcaloides de furoquinolina sustituidos en C-4 se convierten ahora en
andamios interesantes para el desarrollo de nuevos compuestos tripanocidas, y abren la posibilidad
de realizar modificaciones estructurales adicionales y estudios de relacion estructura-actividad. Al
mismo tiempo, el descubrimiento de actividades bioldgicas para los metabolitos del Guatambu y sus
derivados puede promover el uso medicinal y sostenible de B. riedelianum e impulsar la
preservacion de esta especie, que se considera en peligro de extincion desde 1998, y promover los

proyectos de reforestacion que actualmente estan en accion.
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