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Resumen

El hemoflagelado Leishmania es el causante de la leishmaniasis, la cual
dependiendo de la especie infectante, puede generar tres patrones clinicos:
leishmaniasis cutanea, mucocutanea o visceral. Es una de las enfermedades mas
desatendidas en todo el mundo y afecta principalmente a los paises mas pobres. El
tratamiento actual para dicha enfermedad se basa en el uso de los antimoniales
pentavalentes (glucantime y pentostam), asi como también las drogas de segunda linea:
la anfotericina B, la pentamidina y la paramomicina. Sin embargo, estas drogas poseen
efectos téxicos para los pacientes y algunos parasitos ofrecen resistencia a las mismas.
Varios investigadores han orientado sus esfuerzos en estudiar nuevas drogas como
alternativa para la cura de esta enfermedad, realizando diversos estudios con drogas de
origen natural, con el fin de conseguir una accién parasiticida con baja toxicidad en
humanos. En este trabajo, nos propusimos estudiar el efecto del 5-metoxi, 6,7-
metilendioxi-flavona (Flavonoide 3), aislado de Iresine diffusa (variedad de Valeriana),
sobre la proliferacién celular de L. mexicana y macrofagos J774-G8 infectados con
amastigotes de L. mexicana, observando mediante técnicas fluorimétricas, su efecto
sobre la concentracién del Ca?* intracelular, el potencial electroquimico mitocondrial y
los acidocalcisomas de estos parasitos. Se obtuvo un efecto inhibitorio dosis-
dependiente sobre el crecimiento poblacional de la forma libre de estos parasitos con
un ICso de 12,62 uM. Igualmente, un efecto dosis dependiente del compuesto sobre el
porcentaje de macréfagos infectados con amastigotes de L. mexicana, estimandose un
ICs0 de 1,47 UM a las 48 horas de tratamiento en presencia del compuesto. De igual
forma, el Flavonoide 3 tiene un efecto rapido y total sobre la disipacion del potencial
electroquimico mitocondrial a una concentracion 20 pM, asi como un efecto directo
sobre la alcalinizacién de los acidocalcisomas a 50 uM sobre los promastigotes de L.
mexicana. Los resultados permiten sugerir que este compuesto modificado

guimicamente podria ser la base de un futuro tratamiento en contra de esta enfermedad.
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1. Introduccion

1.1 Tripanosomatidios

La familia Trypanosomatidae comprende diferentes parasitos causantes de
importantes enfermedades en humanos y otros mamiferos. El cuerpo de los
tripanosomatidios es usualmente fusiforme en las formas extracelulares y oval en las
intracelulares (Figura 1). Ademas, los tripanosomatidios se caracterizan por la posesion
de un unico flagelo, que puede estar formando el borde de una membrana ondulante o
ser libre en toda su longitud, y que desaparece externamente, cuando viven como
parasitos intracelulares (Gallego, 2006).

En el citoplasma, ademas del nlcleo y restantes organelos citoplasmaticos,
existe ocupando una gran parte del mismo, hasta el 12 % del volumen total del parasito
(Benaim y col., 2006), una mitocondria muy desarrollada en la que se diferencia una
region denominada kinetoplasto (Gallego, 2006), el cual aparece como un cuerpo

electrodenso en la zona anterior (Villa, 2014).
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Figura 1. Morfologia de las formas parasitarias de un tripanosomatidio (Villa, 2014).



1.1.1 El género Leishmania

Leishmania es un protozoario hemoflagelado intracelular obligatorio. Existen
mas de 20 especies del género Leishmania que infectan a humanos (Becerril, 2011), las
cuales pueden generar tres manifestaciones clinicas que se clasifican como
leishmaniasis cutanea, mucocutanea o visceral, dependiendo de la especie infectante y
del sistema inmune del hospedador (Villa, 2014).

Leishmania pertenece al orden Kinetoplastida. En este sentido, desde el punto
de vista de su biologia molecular y genética, debe sefialarse que Leishmania tiene dos
genomas, nuclear y kinetoplastido, este Ultimo equivalente al genoma mitocondrial de
los mamiferos (Garcia, 2005).

El género Leishmania se divide en los subgéneros Leishmania (L.) y Viannia (V.)
de acuerdo con el sitio de desarrollo en el intestino del diptero transmisor. Leishmania
se localiza en el area suprapilérica (préxima a la probdscide), en tanto que Viannia se
encuentra en el intestino medio y posterior (Becerril, 2011).

Por otra parte, el género Leishmania se clasifica taxonémicamente de la

siguiente forma (Garcia, 2005):

Reino: Protista
Subreino: Protozoa
Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophora
Orden: Kinetoplastida
Suborden: Trypanosomatina

Familia: Trypanosomatidae



1.1.2 Caracteristicas morfolégicas y moleculares de Leishmania spp

Leishmania spp posee caracteristicas morfolégicas y moleculares diferentes,
dependiendo de su localizacion. En el intestino del vector invertebrado, el parasito se
encuentra en forma de promastigote mévil, mide entre 12 y 20 ym, y contiene un flagelo
anteronuclear que se origina en el cuerpo basal que se sitta por delante del kinetoplasto.
En el huésped vertebrado, el parasito se transforma en amastigote de localizaciéon
intracelular con didmetro de 2.5 a 3.5 pym; estas formas presentan un nucleo central y
un kinetoplasto alargado, pudiéndose apreciar la existencia del bolsillo flagelar y un
flagelo muy corto, que no sobresale de la bolsa flagelar (Basteiro y col., 2007). Las
distintas especies de Leishmania se distinguen en la presentacion clinica de la
enfermedad que causan (Marin y col., 2008), también por presentar diferencias en los
lipofosfoglucanos (LPGs), de manera especifica en las cadenas laterales que se
ramifican desde la columna central de fosfosacaridos (Becerril, 2011), los cuales juegan
un papel importante en la supervivencia del parasito en el mamifero, por su condicion
de afinidad con el macréfago (Vasquez y col., 2002). Ademas, se diferencian por las
variaciones en el patrén y nivel de expresién de algunas moléculas como gp63 y gp46,
variabilidad en el nUmero de cromosomas (tal es el caso de L. major y L. braziliensis,

por ejemplo), entre otras (Marin y col., 2008).

1.1.3 Ciclo devida de Leishmania

La enfermedad se transmite mediante la picadura de la hembra hematofaga de
moscas de la arena (jejenes), pequefios dipteros del género Lutzomyia (Figura 2A) en
Ameérica y Phlebotomus (Figura 2B) en Europa. La hembra necesita sangre para el
desarrollo de los huevos y adquiere el parasito al ingerirla con células infectadas de
huéspedes vertebrados. En el intestino del transmisor, el parasito inicia un proceso de
maduracion y diferenciacion que dura entre 4 y 25 dias, en el cual los amastigotes se

-3-



transforman en promastigotes prociclicos, que se adhieren al epitelio del intestino medio
del mosquito mediante sus LPGs. El promastigote prociclico se convierte en
promastigote metaciclico infectivo y durante esta metaciclogénesis las moléculas de
LPGs se sintetizan y sufren cambios en la composicion de las cadenas laterales, lo que
permite que el parasito se desprenda del epitelio intestinal y migre a la faringe y cavidad
bucal del diptero. Al picar de nuevo, el mosquito inocula al promastigote infectivo en el
huésped vertebrado, donde los macréfagos de la piel, células de Langerhans o
monocitos circulantes lo fagocitan. Una vez dentro de los fagolisosomas de las células
fagociticas, los promastigotes se diferencian de nuevo a amastigotes, los cuales
proliferan por fisién binaria. Los amastigotes que se liberan infectan células vecinas y el
ciclo (Figura 3) se cierra cuando un nuevo mosquito pica al huésped vertebrado

infectado (Becerril, 2011).

(A) (B)

Figura 2. Hembras hematéfagas pertenecientes al orden Diptera. (A) Hembra del género
Lutzomyia. (B) Hembra del género Phlebotomus. Tomado de: http:/ciber-
genetica.blogspot.com/2010/07/estudios-de-leishmaniasis-en-la-unam.html [Consulta: 30 de

mayo de 2015].


http://ciber-genetica.blogspot.com/2010/07/estudios-de-leishmaniasis-en-la-unam.html
http://ciber-genetica.blogspot.com/2010/07/estudios-de-leishmaniasis-en-la-unam.html

0 Al alimentarse de sangre

el flebétomo inocula al pardsito Los macréfagos fagocitan

Los promastigotes a los promastigotes

en forma de promastigote
e se reproducen por
divisién y migran /

a la probéscide

o B

Los promastigotes se
transforman en

amastigotes dentro a
de los macréfagos

Los amastigotes se transforman
0 en promastigotes en el intestino medio

Los amastigotes se multiplican
en las células de varios tejidos

A \ (también en los macréfagos)
Ingestién de ‘83 A

células parasitadas ) y
. A = Fase infecciosa
Al alimentarse de sangre

el flebétomo ingiere macréfagos A = Fase diagnéstica
infectados con amastigotes

Figura 3. Ciclo de vida del parasito Leishmania sp. Tomado de: http://amf-

semfyc.com/web/article_ver.php?id=1064 [Consulta: 30 de mayo de 2015].

1.2 Leishmaniasis

Segun la especie de Leishmania se puede producir una infeccion cutanea,
mucocutanea o visceral. La leishmaniasis cutanea es la forma mas frecuente de esta
enfermedad. Puede presentarse en dos formas clinicas: la leishmaniasis cutdnea
localizada (LCL) y la leishmaniasis cutanea difusa (LCD). En Venezuela, se ha reportado
casos para Leishmania mexicana (Nufiez y col., 2012), la cual es el agente etioldgico de

la forma cutanea (Romero, 2007) y muco-cutanea (Salazar y Castro, 2001).

La LCL se distingue por la presencia de Ulceras Unicas o multiples, redondeadas,
de bordes indurados, fondo limpio e indoloro que aparecen en 15 a 20 dias después de

la picadura del vector infectado (Figura 4). Algunas veces los pacientes con LCL se


http://amf-semfyc.com/web/article_ver.php?id=1064
http://amf-semfyc.com/web/article_ver.php?id=1064

curan de manera espontanea en un lapso de 6 meses a 2 afios, excepto cuando la lesion

ocurre en la oreja, donde es crénica y mutilante (Becerril, 2011).

Figura 4. Lesiones caracteristicas de leishmaniasis cutanea localizada (Becerril, 2011).

La LCD se caracteriza por la falta de respuesta inmune celular hacia antigenos
de Leishmania, lo que permite la diseminacion del parésito por el liquido tisular, la linfa
o la via sanguinea, con desarrollo de lesiones nodulares en toda la piel, salvo en el

cuero cabelludo (Figura 5) (Becerril, 2011).

Figura 5. Lesiones nodulares en un paciente con leishmaniasis cutdnea difusa (LCD). El

macrofago de estas lesiones contiene abundantes amastigotes de Leishmania (Becerril, 2011).

Por otra parte, la leishmaniasis mucocutanea o cutanea mucosa (LCM) cursa
con invasion y destruccion de la mucosa nasofaringea y puede ser desfigurante (Figura
6). Las especies que causan esta forma clinica pertenecen al complejo L. braziliensis:
L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis y L. (V.) peruviana. Ademas,

se han reportado casos de LCM causada por L. mexicana (Salazar y Castro, 2001). Esta
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forma clinica se desarrolla después que desaparecen las lesiones cutaneas y en
ocasiones puede presentarse hasta 20 afios después. Las lesiones se caracterizan por
tener escasos pardasitos y los dafios son secundarios a la reaccién inflamatoria que
ocurre en las mucosas nasal, bucal y faringea, y llevan a la degeneracion del tabique

nasal (Becerril, 2011).

Figura 6. Lesiones crénicas en la zona otorrinolaringolégica en un individuo con leishmaniasis
mucocutanea (LCM). Tomado de: http://www.wynman.com/baylor.html [Consulta: 7 de junio de

2015].

Por ultimo, la leishmaniasis visceral (LV) cursa con hepatoesplenomegalia, fiebre
intermitente, pérdida de peso, anemia y caquexia (Figura 7). En la India, la enfermedad
se conoce como kala-azar o enfermedad negra en virtud de la hiperpigmentacion que
se observa en pacientes de esta region. La LV es letal en 100 % de los casos si no
recibe tratamiento, y aln con éste la mortalidad puede llegar a 15 %. La fiebre es
consecuencia de la liberacion del factor de necrosis tumoral (TNF, del inglés: Tumor
Necrosis Factor) por los macréfagos infectados, que actia sobre el centro

termorregulador del hipotalamo (Becerril, 2011).


http://www.wynman.com/baylor.html

Figura 7. Distensién abdominal 6 hepatoesplenomegalia ocasionada por inflamacién del higado

y el bazo. Tomado de: http://www.lookfordiagnosis.com [Consulta: 1 de junio de 2015].

1.2.1 Leishmaniasis en Venezuelay el Mundo

Unas 350 millones de personas estan expuestas al riesgo de contraer la
enfermedad en 88 paises del mundo, en su mayoria se trata de personas en situacion
de pobreza, en areas de escasos recursos econdomicos o con mala distribucién de sus
riqguezas (OMS, 2007). Esta parasitosis se contempla dentro del grupo de enfermedades
tropicales desatendidas (NTDs, del inglés: Neglected Tropical Diseases). Es prevalente
en 98 paises, 3 territorios y los 5 continentes (Figura 8, panel superior). Se estiman unos
1.3 millones de casos nuevos al afio, aunque en realidad solamente se reporta la mitad
(Uribarren, 2015).

La LV constituye un problema de salud publica en Venezuela tanto por su
morbilidad como por los cambios de comportamiento en su patron epidemioldgico,
siendo de caracter endémico y focal, reportandose casos desde 1941 hasta el afio 2012,
con una tasa de incidencia promedio anual de 0,2 casos por cada 100.000 habitantes y

una letalidad de 7,85 % (Romero y col., 2012).


http://www.lookfordiagnosis.com/

Se han descrito tres principales focos de LV: un foco Central que comprende los
estados Aragua, Carabobo, Guérico, Cojedes y Yaracuy; un foco Occidental
conformado por los estados Falcén, Lara, Portuguesa, Truijillo y Zulia y un foco Oriental
constituido por los estados Nueva Esparta, Sucre, Anzoategui y Monagas. Segun Zerpa
y col., la regién oriental tiene alta incidencia, especialmente Nueva Esparta y
Anzoategui, siendo comun los focos urbanos y suburbanos. En el estado Aragua se ha
visto la aparicion de una serie de casos desde el afio 2000 en diferentes municipios,
estando el municipio Bolivar entre los de mayor importancia epidemiolégica (Romero y
col., 2012).

El registro nacional de leishmaniasis reporté un total de 64.843 casos de
leishmaniasis cutanea (LC) para el lapso comprendido entre 1970 y 2007, segun un
estudio realizado por De Lima y col. en el 2010. Asi, la distribucién de las principales
formas clinicas de LC en el territorio venezolano elaborada por De Lima y col. en el afio

2010 se muestra en la figura 8, panel inferior.
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Figura 8. (Panel superior) Endemicidad global de la leishmaniasis cutdnea (2012). Tomado de:

http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis_CL_2013.png [Consulta: 30
de mayo de 2015].

(Panel Inferior) Distribucion de las principales formas clinicas de leishmaniasis cutanea de
acuerdo con los estados que presentan las mayores tasas de incidencia de cada una de ellas.
Venezuela 1988-2007 (De Limay col., 2010).

*Leyenda: Leishmaniasis cutanea localizada (LCL); Leishmaniasis muco-cutanea (LCM); Leishmaniasis

cutanea difusa (LCD). CO: Cojedes; ME: Mérida; SU: Sucre; TA: Tachira; TRU: Trujillo; YA: Yaracuy.
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1.3 El papel del Ca?" en las células eucariotas superiores y tripanosomatidios

El Ca?* intracelular juega un rol especial como un segundo mensajero para el
control de una variedad de funciones celulares en eucariotas, incluyendo contraccion,
secrecion, divisidn celular y diferenciacion (Benaim, 2004). También se ha demostrado
que este catidn juega un papel fundamental en procesos importantes para la viabilidad
celular en diferentes tripanosomatidios (Benaim, 1996). En estos microorganismos, se
ha determinado que la concentracion del Ca?* intracelular ([Ca?']) es alrededor de 50
nM, auin menor que la reportada en eucariontes superiores (Benaim, 1996). Sin
embargo, estos parasitos poseen dos estadios que dependiendo de su localizacién
(extracelular o intracelular) encuentran una concentracion de Ca?* variable. En este
sentido, estos parasitos poseen mecanismos muy eficientes para la regulaciéon de este
cation durante cada uno de esos estadios, y durante el proceso de diferenciacion
(Benaim y Garcia, 2011).

El Ca?* gana acceso al interior celular a través de la membrana plasmética por
medio de varios canales. La exportacion activa del Ca?* en células eucariotas es
ejecutada mediante la accién de un intercambiador Na*/Ca?* y una Ca?'-ATPasa de la
membrana plasmatica (PMCA, del inglés: Plasma Membrane Ca?*-ATPase). Aunque no
hay evidencia molecular para la presencia de un intercambiador Na‘'/Ca?* en
tripanosomatidios, hay varios reportes de Ca?*-ATPasas de tipo PMCA en diferentes
protozoarios parasitos (Benaim, 2004). La Ca?*-ATPasa de mamiferos es activada por
la proteina calmodulina enlazadora de Ca?*. Existe evidencia de la estimulacién de la
Ca?*-ATPasa por la calmodulina en T. cruzi (Benaim y col., 1995), Leishmania
braziliensis (Benaim y col., 1990) y Leishmania donovani (Mazumder y col., 1992).

La regulacion del Ca?* citoplasmatico es realizado por tres organelos: el reticulo
endoplasmatico; la Unica mitocondria presente en estos parasitos; y el acidocalcisoma,

un compartimiento acidico que esta dedicado a la acumulacion de pirofosfatos (como
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moneda energética alternativa al ATP) y a la bioenergética del parasito (Benaim y

Garcia, 2011).

El mayor almacenamiento de Ca?* en células es usualmente establecido en el
reticulo endoplasmatico (ER), con concentraciones locales que alcanzan niveles en el
orden de milimolar. El ER también posee dos rutas independientes para la entrada y
salida del Ca?*. La entrada es catalizada por la bien estudiada Ca?*-ATPasa de reticulo
sarco-endoplasmatico (SERCA) que transloca activamente 2 Ca?* por 1 molécula de
ATP. El ER tiene varios tipos distintos de canales que estéan involucrados en la liberacion
del Ca?* (Moreno y Docampo, 2003).

La mitocondria del parasito posee un uniporte mitocondrial de Ca?* (CMU, del
inglés: Calcium Mitochondrial Uniporter) en la membrana interna el cual utiliza la
diferencia de potencial electroquimico entre el lumen mitocondrial y el citoplasma como
la fuerza motriz para la acumulacién de este cation. Este sistema de transporte de Ca?*
mitocondrial es caracterizado por una baja afinidad por Ca?* pero una alta capacidad
para la acumulacién del catién. Cabe destacar que este uniporte mitocondrial de Ca*
ha sido identificado a nivel molecular recientemente (De Stefani y col., 2011). Todos
esas caracteristicas son muy similares al transporte de Ca?* mitocondrial en mamiferos
(Benaim y col., 1990).

Los acidocalcisomas, sin embargo, son organelos acidicos con altos niveles de
pirofosfatos y polifosfatos que son capaces de acumular grandes cantidades de Ca?".
Estan presentes en diversos microorganismos, incluyendo algas (Ruiz y col., 2001) y en
mohos de fango o moldes de limo (Marchesini y col., 2002), y se asemejan con
organelos relacionados a lisosomas (LRO, del inglés: Lysosome-Related Organelles) de
células de mamiferos, donde comparten caracteristicas morfologicas, propiedades
acidas, el contenido de fésforo y un sistema para la orientacion de sus proteinas de la
membrana (Docampo y col., 2010). En acidocalcisomas se ha mostrado que poseen
una Ca?*-ATPasa de tipo PMCA, involucrada en la entrada de Ca?* similar a la Ca?*-

-12 -



ATPasa vacuolar de otros eucariotas unicelulares, y un H*-pirofosfatasa vacuolar,
involucrada en su acidificacion (Docampo y Moreno, 2001). Todos esos sistemas, que
operan de forma concertada, contribuyen al mantenimiento de la homeostasis del Ca?*
intracelular, manteniendo su [Ca?']i bajo 100 nM, muy por debajo de la concentracién
extracelular (la cual est4 en el orden mM), permitiendo asi que este catién realice una
funcion esencial en la sefalizacion celular (Serrano y col., 2009a). En este sentido, la
descripcion de la figura 9 explica en detalle de forma puntual los mecanismos

involucrados en la regulacion del Ca?* en un tripanosomatidio del género Trypanosoma.

Figura 9. Modelo esquematico de la regulacién del Ca2* en un tripanosomatidio (Trypanosoma).
El Ca?* entra en la célula a través de un canal de Ca?* (1), y se extruye fuera de la célula por una
bomba de Ca?* de membrana plasmatica (PMCA) (2), que es estimulada por la calmodulina
(CaM) tras la unién al Ca?* (3). Dentro de la célula, el Ca?* puede ser secuestrado con alta
afinidad por el reticulo endoplasmico a través de una bomba SERCA (4), dejando este organelo
mediante un canal de Ca?* alin no identificado. La gran mitocondria Unica (5) puede transportar
Ca?* con baja afinidad, por un uniporte mitocondrial de Ca2* (CMU), que es muy similar al
recientemente caracterizado en humanos, y también energizado por el potencial electroquimico.
El Ca?* intramitocondrial (lumen) podria ser transportado al citoplasma por un intercambiador no
electrogénico Ca?*/Na* (o Ca?*/H*). Finalmente, los acidocalcisomas (6) pueden acumular
grandes cantidades de Ca?* por una PMCA, facilitado por la gran cantidad de polifosfatos dentro

de este organulo (Benaim y Garcia, 2011).
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1.4 Iresine diffusa: Planta con propiedades farmacoldgicas

El género Iresine (Amaranthaceae), extendido por todo el mundo, incluye 35
especies. Sin embargo, sélo unos pocos estudios fitoquimicos y farmacolégicos de las
especies Iresine han sido publicados (Bussmann y Glenn, 2010). Algunas especies de
Iresine son ampliamente utilizados en la medicina tradicional de diversos paises de
América con diferentes propadsitos.

Iresine diffusa, la especie de la cual se extrajo el flavonoide que se utilizara en el
presente estudio (Figura 10), es una planta herbacea o subarbustiva, ramosa
principalmente en la base, de hasta 2 metros, posee rizomas superficiales de color
rojizo. Las hojas son ovalo-lanceoladas o lanceoladas. Las flores son blancas, en
amplias panojas piramidales, con espigas alargadas y raquis velloso o pubescente de
aspecto blanquecino (Facciniy col., 2007). Esta planta es de uso comun en el Peru para
tratar las hemorragias, inflamaciones de ovario y la malaria (Celine y col., 2009). En
México, la especie ha sido utilizada por los mayas para el tratamiento de varias
enfermedades como la malaria, la fiebre tifoidea y el cancer de préstata (Schmidt y col.,
2009); se conoce igualmente que en Argentina se utiliza como remedio para las
mordeduras de serpientes (Camargo, 2011). En Venezuela, donde se le conoce
popularmente como valeriana, se reconoce con propiedades sedantes (Suéarez y col.,

2016).
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Figura 10. Planta adulta de Ila especie Iresine diffusa. Tomado de:
http://lwww.fcagr.unr.edu.ar/Extension/Agromensajes/25/5AM25.htm [Consulta: 15 de noviembre

de 2015].

1.5 Flavonoides: Compuestos del metabolismo secundario de plantas

Los flavonoides son un grupo amplio de compuestos polifenélicos que poseen
un ndcleo basico de flavano con dos anillos aromaticos (A y B) interconectados por un
anillo heterociclico de tres atomos de carbono (anillo C) (Figura 11). La mayoria de los
flavonoides contienen un doble enlace entre el C-2 y C-3 y un grupo ceto en el C-4 del
anillo C, el cual esta unido al anillo B en el C-2 (flavona) o en el C-3 (isoflavona). Debido
a diferentes modificaciones en los tres anillos, principalmente el anillo C, los flavonoides
representan uno de los grupos mas grandes y la clase mas diversa de metabolitos
secundarios en plantas (Harborne y Williams, 2000).

Estos compuestos se encuentran naturalmente en vegetales y frutas, siendo
componentes importantes de la dieta diaria (Harborne y Williams, 2000). Se sabe desde
hace mucho tiempo que los flavonoides ejercen diversos efectos biol6gicos como
antioxidantes, agentes anticancerigenos, antimicrobianos, etc. (Harborne y Williams,

2000). Ademas, estos compuestos actlian como sefiales quimicas o marcadores florales
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que sirven para guiar a las abejas y otros insectos polinizadores hacia el néctar,
facilitando indirectamente la polinizacién (Peters y col., 1996). En algunos casos indican
a los insectos que la planta que los contiene es apropiada para su alimentacion,
comportandose como estimulador del apetito y de la masticacion de determinados
insectos; en otros casos indica al insecto que la planta que los posee es un lugar
apropiado para depositar sus huevos, por lo que los flavonoides actuan como
estimuladores de la ovoposicion y también, en algunos casos, funcionan como sefiales
para determinadas plantas parasitas, indicando que la planta que los posee es
susceptible de ser invadida por la paréasita (Nakasato, 2000; Lah y col., 2000; Yamasaki

y col., 1997).

OH
OH

HO O

oHn
OH O

(A) (B)
Figura 11. (A) Estructura basica de los flavonoides. Tomado de:
http://www.fitoquimicos.com/Flavonoides.html [Consulta: 20 de mayo de 2016]. (B) Estructura
quimica de uno de los flavonoides mas comunmente hallados en naturaleza: la quercetina.

Notese en color rojo la estructura béasica de los flavonoides (Martinez, 2005).

Varios subgrupos de flavonoides son clasificados de acuerdo con las variantes
estructurales que presenta el anillo C. En esta clasificacién son de suma importancia el
estado de oxidacion del anillo heterociclico y la posicion del anillo B (Cartaya y
Reynaldo, 2001). Ejemplos de estos subgrupos se muestran en la Figura 12: chalconas,
flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles, antocianidinas, catequinas,
epicatequinas, auronas, isoflavonoides, pterocarpanos, rotenoides, entre otros

(Martinez, 2005).
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Figura 12. Estructuras quimicas de varios subgrupos de flavonoides. Tomado de:
http://www.beekeeping.com/articulos/salamanca/origen_propoleos_1.htm [Consulta: 31 de junio
de 2015].
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2. Antecedentes

2.1 Quimioterapia contra la leishmaniasis

Los farmacos actualmente recomendados para el tratamiento de la leishmaniasis
(WHO, 1995) incluye los antimoniales pentavalentes: estibogluconato de sodio
(pentostam) y antimoniato de meglumina (glucantime) (Figura 13). Los antimoniales se
introdujeron por primera vez en 1945 y se mantienen como tratamientos eficaces para
algunas formas de leishmaniasis, pero el requisito del prolongado tiempo de tratamiento
(minimo de 28 dias de la administracion parenteral), la eficacia variable contra LV y LC
y la aparicion de una resistencia significativa, son factores limitantes en la utilidad de
estos medicamentos. El reciente interés en la investigacion sobre nuevas drogas se ha
centrado, en gran medida, en confirmar la eficacia de los medicamentos genéricos de
bajo costo (Moore y col., 2001) y elucidar, al menos, el mecanismo de accién y como
los parédsitos se han vuelto resistentes a los medicamentos. Ademas, dichos
antimoniales tienen efectos téxicos en el ser humano sobre rifidn, corazén e higado

(Pandey y col., 2005).
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Figura 13. (A) Estructura quimica del estibogluconato de sodio (pentostam). (B) Estructura
guimica del antimoniato de meglumina (glucantime).
Tomado de: http://www.intechopen.com/books/leishmaniasis-trends-in-epidemiology-diagnosis-

and-treatment/metal-based-therapeutics-for-leishmaniasis [Consulta: 27 de abril de 2016].
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Como drogas de segunda linea se emplea la anfotericina B, la pentamidina y la

paramomicina.

La anfotericina B (Figura 14) es un antibiético poliénico y fungicida de amplio
espectro. La posologia es de 1 mg/kg/dia durante 20 dias (Singh y Sivakumar, 2004).
Es selectivo frente a hongos, Leishmania y Trypanosoma, debido a su gran afinidad por
el ergosterol (predominante en estos microorganismos). La anfotericina B forma canales
en la membrana del parasito provocando la pérdida de iones y solutos intracelulares,
llevandolo finalmente a la muerte. Entre sus efectos secundarios se encuentran la fiebre,
resfriado, dolor de huesos y a largo plazo puede causar hipopotasemia o nefrotoxicidad.
La anfotericina B liposomal, ha mejorado su actividad y ha reducido los efectos
secundarios, siendo considerada como el mejor farmaco para leishmaniasis visceral, y
es usada como el tratamiento de primera linea en Europa y Estados Unidos, caso que
no es posible en los paises en desarrollo debido a su costo elevado (Chappuis y col.,

2007).

CH O OH O©OH OH OH O

CHs

OH

0 CHs

Figura 14. Estructura quimica de la anfotericina B. Tomado de: http://www.life-

worldwide.org/esp/fungal-diseases/amphotericin-B [Consulta: 27 de abril de 2016].

La pentamidina (Figura 15) es uno de los farmacos utilizados como segunda
opcién si los antimoniales pentavalentes no son efectivos. Su mecanismo de accién

parece implicar la inhibicion de la sintesis del DNA, y afecta la morfologia del
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kinetoplasto y el potencial de membrana mitocondrial (Aym) (Amato y col., 2008). Su
administracion es parenteral y la aparicion de resistencia es muy rapida, por lo cual su

uso se ha visto disminuido (Singh y Sivakumar, 2004).

DM"D
HEN NHE

NH NH

Figura 15. Estructura guimica de la pentamidina. Tomado de:

http://www.wikiwand.com/es/Pentamidina [Consulta: 27 de abril de 2016].

La paramomicina (Figura 16) es un antibiotico aminoglucésido también conocido
como aminosidina. Se presenta como una alternativa eficaz, segura y econémica. Se ha
utilizado en ensayos clinicos de fase lll (demostracion o confirmacion del beneficio
terapéutico (Johan y Speers, 2010)), administrado por via parenteral en el tratamiento
de la leishmaniasis visceral (14-16 mk/kg/dia por 3 semanas), y de forma topica o
parenteral en la forma cutanea. Aunque este farmaco posee una gran actividad frente a
patogenos (Davidson, 2009), algunas cepas de Leishmania en zonas de Africa se han
mostrado resistentes a este farmaco. En cuanto a su toxicidad, se han observado

algunos casos de signos subclinicos de ototoxicidad y nefrotoxicidad (Villa, 2014).

CH,0H
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Figura 16. Estructura quimica de la paramomicina. Tomado de: https://data.epo.org/publication-

server [Consulta: 27 de abril de 2016].
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En vista de la toxicidad y los efectos secundarios de estas drogas utilizadas en
la quimioterapia contra la leishmaniasis, se ha hecho necesaria intensificar la
investigacion en la busqueda de nuevas drogas como alternativa para la cura de esta

enfermedad.

2.1.1 Nuevas drogas leishmanicidas que actian sobre la homeostasis del

Ca?t intracelular

En células de mamiferos, el esterol predominante en las membranas es el
colesterol, mientras que en Leishmania spp es el 5-dehidroepisterol. Ademas, se ha
demostrado que la presencia de este esterol es fundamental para su supervivencia
(Serrano y col., 2009b). Las enzimas involucradas en la biosintesis de esteroles son
distintas en humanos y parasitos, validando asi estas enzimas como potenciales
blancos de accion leishmanicida (Urbina y Docampo, 2003). En este sentido, un estudio
realizado por Croft y Coombs en 2003 utilizando azoles, tales como ketoconazol,
muestra que éste inhibe la 14a-demetilasa, una enzima clave en la ruta de la biosintesis
de esteroles. Ademas, Benaim y col. en 2006 encontraron que la amiodarona, como
muchos otros azoles, bloquea la sintesis de ergosterol en T. cruzi (agente causal del
Mal de Chagas), el cual es igualmente esencial para la supervivencia de ese parasito.
Asimismo, Serrano y col. en 2009b demostraron que este compuesto también inhibe la
sintesis de esteroles en L. mexicana a nivel del escualeno epoxidasa, siendo éste
esencial para la sintesis de 5-dehidroepisterol.

La amiodarona, un antiarritmico de clase Ill cominmente usado para tratar
severas cardiopatias, ha sido el sujeto de recientes estudios como un antimicético y
agente parasiticida, ya que esta droga posee excelentes propiedades farmacocinéticas
y un costo muy bajo. Esta droga actia sobre T. cruzi y L. mexicana causando disrupcién
de la homeostasis intracelular del Ca?*, a través de la accién directa no sélo en la
mitocondria, sino también en los acidocalcisomas. Sin embargo, la amiodarona produce
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toxicidad en la tiroides, debido a la presencia de yodo en su estructura (Figura 13). Es
por ello que, Benaim y col. en 2012 se propusieron utilizar un derivado de la amiodarona
sobre T. cruzi, denominado dronedarona, el cual fue sintetizado con varias
modificaciones estructurales, incluyendo el reemplazo del 2,5-diyodofenilo con un grupo
fenil no sustituido y la incorporacion de un grupo sulfonamida (Figura 17), destinada a
reducir parte del fuerte caracter lipofilico del farmaco original.

La dronedarona y la amiodarona actlan a través del mismo mecanismo de
accion, mediante la alteracion de la homeostasis intracelular del Ca?* de los parasitos,
como una consecuencia de un efecto directo del compuesto sobre el potencial
electroquimico mitocondrial y también a través de la alcalinizacion de los
acidocalcisomas (Benaim y col., 2012a). Debido a la accién efectiva de la dronedarona
sobre T. cruzi, Benaim y col. en otro estudio realizado en el 2014, estudiaron el efecto
de este compuesto sobre L. mexicana y ademas, lo compararon con la amiodarona.
Estos investigadores obtuvieron una potente actividad de la dronedarona contra
amastigotes intracelulares en macréfagos, con un ICso de 0,65 nM, en el cual la
proliferacion celular de la célula huésped no fue inhibida. Este efecto es similar al
observado previamente con amiodarona pero ocurre mas rapidamente y a una
concentracion 1000 veces menor. La dronedarona incrementa la concentracion del Ca?*
intracelular debido a la liberaciéon del Ca?* de la mitocondria y de los acidocalcisomas.
Asi, la dronedarona no s6lo es mas potente que la amiodarona contra L. mexicana sino

gue se conoce que tiene menos efectos adversos en humanos (Benaim y col., 2014).
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Figura 17. Estructura quimica de la amiodarona y la dronedarona. Véase que la amiodarona
posee dos atomos de yodo, a diferencia de la dronedarona. Tomado de: http://www.

fibrilacionauricularonline.es/default.aspx?idPage=4134 [Consulta: 7 de junio de 2015].

Otra de las drogas utilizadas contra la leishmaniasis es la miltefosina (Figura 18),
un alquil-lisofosfolipido con una potente actividad leishmanicida. Sin embargo, la
miltefosina presenta una serie de efectos adversos, ya que induce teratogenicidad y

presenta potencial desarrollo de resistencia (Croft y Engel, 2006).

MILTEFOSINA IO (|3H3
N—CH
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Figura 18. Estructura guimica de la miltefosina. Tomado de:

http://www.igb.es/cbasicas/farma/farma04/m045.htm [Consulta: 7 de junio de 2015].

En un estudio realizado en nuestro laboratorio (Serrano y col., 2009a),

encontraron que la miltefosina genera un rapido incremento en la [Ca?] en
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promastigotes de L. mexicana. Este incremento especifico inducido por la miltefosina es
debido probablemente a la activaciéon de un canal de Ca?" presente en la membrana
plasmética, no caracterizado aun (Serrano y col., 2009a), pero probablemente asociado
al recientemente descrito canal de Ca?* sensible a la esfingosina, anélogo del canal de
Ca?* voltaje dependiente tipo L de humanos (Benaim y col., 2013; Sbaraglini y col.,

2016).

2.2 Flavonoides: Compuestos con alto potencial antiprotozoario

Muchas investigaciones estdn enfocadas a buscar nuevas terapias contra el
parasito, proponiendo compuestos derivados de plantas (Ramirez y col., 2010).

Los flavonoides representan una fuente inmensa para la basqueda de nuevos
candidatos de farmacos contra protozoarios, cuyo descubrimiento es apremiante, ya
que algunos de estos parasitos, como se menciond anteriormente, han incrementado
su resistencia en forma gradual hacia las drogas convencionales, por lo que es
necesario una mayor disponibilidad de agentes quimioterapéuticos que sean mas
efectivos, menos téxicos y que ofrezcan un menor costo del tratamiento en regiones
endémicas (Ramirez y col., 2010).

Se han realizado muchos estudios con el fin de estudiar la actividad de
flavonoides contra los protozoarios que afectan mas frecuentemente a los seres
humanos: Plasmodium, Leishmania, Trypanosoma, Entamoeba, Giardia y Trichomonas
(Ramirez y col., 2010).

Los investigadores Chen y col. en 1993 encontraron que la licochalcona A
(Figura 19), una chalcona oxigenada aislada de las raices de Glycyrrhiza glabra, inhibi6é
el crecimiento in vitro de promastigotes y amastigotes de L. major y L. donovani,
encontrando que los amastigotes son mas susceptibles a este compuesto a una
concentracion de 0,5 pg/mL. Ademas reportaron que el organelo blanco de estas
moléculas parece ser la mitocondria del paréasito. Por otro lado, examinando la actividad
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antiparasitaria de la licochalcona A en roedores infectados con L. major, se encontré
que la administracién intraperitoneal en ratones infectados evitd el desarrollo de las
lesiones, mientras que en hamsteres infectados con L. donovani redujo mas del 96 %

las lesiones producidas por el parasito en higado y bazo (Chen y col., 1994).

Figura 19. Estructura quimica de la licochalcona A (Ramirez y col., 2010).

Investigando el probable mecanismo de accién de la licochalcona A, estudios
con microscopia electrénica mostraron que esta molécula altera la estructura de la
mitocondria de promastigotes y amastigotes de L. major, de una manera dependiente
de la concentracion y sin dafar los organelos del macréfago o su funcion fagocitica.
Ademas, estudios sobre la funcién de la mitocondria mostraron que la licochalcona A
inhibe la actividad de la deshidrogenasa mitocondrial (Zhai y col., 1995). Adicionalmente,
reportaron que la licochalcona A también inhibe la actividad de la fumarato reductasa en
promastigotes de L. major y en su mitocondria, e inhibe la fumarato reductasa
solubilizada y la fumarato reductasa purificada de L. donovani. Debido a que esta
enzima no existe en células de mamifero, ésta podria ser un blanco excelente para el

disefio de una droga leishmanicida (Chen y col., 2001).

En un estudio enfocado a evaluar la actividad antileishmanial in vitro de 20
chalconas aisladas de plantas contra promastigotes de L. donovani, L. infantum, L.

enrietii y L. major, y, contra amastigotes de L. donovani en macroéfagos murinos, la
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mayoria de los compuestos fueron activos contra el parasito extracelular con un ICso
entre 0,07 y 2,01 ug/mL. Algunas de ellas, como 2’,4’-dihidroxi-4-metoxichalcona (Figura
20), 2’-hidroxi-3,4-dimetoxichalcona y 2-hidroxi-4,4’-dimetoxichalcona, inhibieron la
sobrevivencia intracelular de L. donovani con valores de ICso entre 0,39 y 0,41 pg/mL

(Kayser y Kiderlen, 2001).

HO OH

C

O

<

-0

Figura 20. Estructura quimica de 2-hidroxi-4,4"-dimetoxichalcona (metoxichalcona) (Ramirez y

col., 2010).

Por otro lado, flavonoides glicosidos también han sido reportados con actividad
antileishmanial in vitro. Los mas potentes fueron fisetina, 3-hidroxiflavona, luteolina
(Figura 21) y quercetina con valores de ICs; de 0,6, 0,7, 0,8 y 1,0 pg/mL,
respectivamente; solo la quercetina inhibi6é en un 15,3 % la infeccion en ratones Balb/c
inoculados con L. donovani (Tasdemir y col., 2006). Otros investigadores encontraron
que este tipo de flavonoides poseen la capacidad para estimular mecanismos de
defensa en células infectadas con Leishmania, ya que inducen liberacion de TNF (factor
de necrosis tumoral) e IL-6, esenciales en la proliferacion y diferenciacion de las células

inmunocompetentes (Ercil y col., 2005).
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Figura 21. Estructura quimica de flavonoides glicésidos: (A) fisetina, (B) 3-hidroxiflavona, (C)

luteolina (Ramirez y col., 2010).

Estudiando las propiedades contra Leishmania de la isoflavona biochanina A
(Figura 22), aislada de Cassia fistula, se reporté que este compuesto posee un ICso de
18,96 ug/mL contra promastigotes de L. chagasi, la cual fue alta si se compara con la
de la pentamidina, la cual es de 0,09 ug/mL. Sin embargo, fue 10 veces menos téxica
gue la pentamidina en macréfagos peritoneales, sugiriendo que podria ser usada como
prototipo para estudios de relaciones cuantitativas actividad-estructura en el desarrollo

de nuevas drogas contra varias especies de Leishmania (Sartorelli y col., 2009).

Figura 22. Estructura quimica de la biochanina A (isoflavona) (Ramirez y col., 2010).

Por otra parte, Yeimy Nieves y col. en 2014 en un estudio realizado en nuestro
laboratorio (resultados no publicados), utilizando el flavonoide 5-hidroxi-3,7,8,3",4" -
pentametoxiflavona (PMF) (Figura 23) aislado de Croton caracasana, reporté un ICso de

16,62 uM sobre la viabilidad de promastigotes de L. mexicana. Asimismo, estudio el
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efecto del compuesto sobre la [Ca?']i y obtuvo que PMF a 10 uM incrementa la [Ca?!];
mediante la liberacién de este cation desde compartimientos intracelulares.

Adicionalmente, con el fin de determinar el efecto de la PMF sobre el potencial
electroquimico mitocondrial y la alcalinizacion de los acidocalcisomas en promastigotes
de L. mexicana, los parasitos se cargaron con el fluoréforo rodamina 123 y naranja de
acridina, respectivamente. Luego de la adicion de PMF a una concentracién de 10 uM
se evidencié un aumento en la fluorescencia, indicando que este compuesto es capaz
de desestabilizar el potencial electroquimico mitocondrial y alcalinizar los
acidocalcisomas de estos parasitos.

El estado clinicamente relevante de L. mexicana es cuando éste se encuentra en
su forma amastigote. Por tal motivo, estos investigadores estudiaron el efecto de la PMF
sobre macréfagos de la linea J774-G8 infectados con amastigotes de L. mexicana y
observaron que la PMF es capaz de disminuir el porcentaje de macréfagos infectados,

con un ICso de 0,48 pM.

Figura 23. Estructura quimica del compuesto PMF (Chéavez, 2013).

Recientemente, se realizo un estudio farmacolégico y fitoquimico de la especie
Iresine diffusa, presente en nuestro pais (Suérez y col., 2016). Estos investigadores
aislaron y purificaron 4 compuestos pertenecientes al grupo de los flavonoides. Los

compuestos son: 5-metoxi, 6, 7-metilendioxi-coumaronocromena (Diffusanin), 3,5-
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dimetoxi, 6,7-metilendioxi-flavona (Flavonoide 2), 5-metoxi, 6,7-metilendioxi-flavona
(Flavonoide 3) y 3-hidroxi, 6,7-metilendioxi-flavonol (Flavonoide 4).

El compuesto Flavonoide 3, perteneciente al subgrupo de las flavonas, fue el que
se escogié para ser estudiado en el presente trabajo. Su estructura molecular se

muestra en la figura 24.

OCHs o)

Figura 24. Estructura quimica del 5-metoxi, 6,7-metilendioxi-flavona (Flavonoide 3) (Suarez y

col., 2016).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo General

El objetivo general de este trabajo es determinar el efecto del 5-metoxi, 6,7-
metilendioxi-flavona (Flavonoide 3) sobre la viabilidad de promastigotes y amastigotes
intracelulares de Leishmania mexicana y sobre la homeostasis intracelular del Ca?*, el
potencial electroquimico mitocondrial y la alcalinizacion de acidocalcisomas en

poblaciones de promastigotes de Leishmania mexicana.

3.2 Objetivos especificos

* Determinar el efecto del Flavonoide 3 sobre el crecimiento de poblaciones de
promastigotes de Leishmania mexicana.

* Evaluar el efecto citotdéxico del Flavonoide 3 sobre la viabilidad celular de
promastigotes de Leishmania mexicana.

* Evaluar el efecto citotdxico del Flavonoide 3 sobre la viabilidad celular de células
de mamiferos, especificamente en macréfagos J774-G8, provenientes de
sarcoma de raton.

* Determinar el efecto del Flavonoide 3 sobre macréfagos J774-G8 infectados con
amastigotes de Leishmania mexicana.

* Determinar el efecto del Flavonoide 3 sobre la homeostasis del Ca?* intracelular
de promastigotes de Leishmania mexicana.

* Evaluar el efecto del Flavonoide 3 sobre el potencial electroquimico mitocondrial
de promastigotes de Leishmania mexicana.

* Evaluar el efecto del Flavonoide 3 sobre la alcalinizacion de los acidocalcisomas

de promastigotes de Leishmania mexicana.
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4. Materiales y Métodos

4.1 Materiales

Las soluciones y medios de cultivo se prepararon utilizando reactivos
provenientes de diferentes casas comerciales: SIGMA (St. Louis, MO), BIO-RAD,
GibcoBRL (MD, EEUU) y Molecular Probes Inc. OR.

El medio de cultivo DMEM (del inglés: Dulbecco’s Minimal Essential Medium) y
el suero fetal bovino (SFB) activado fueron adquiridos de GibcoBRL (MD, EEUU). EI
dimetil-sulfoxido (DMSO), el carbonilcianuro-p-trifluorometoxi-hidrazona (FCCP), la
nigericina, la penicilina y la estreptomicina se obtuvieron de SIGMA (St. Louis, MO). El
fura-2AM, la rodamina 123 y la naranja de acridina fueron adquiridos de Molecular
Probes Inc. OR.

El Flavonoide 3 fue disuelto en dimetil-sulfoxido (DMSO) para la obtencion de un
stock a una concentracion de 15,83 mM. Cabe destacar que la concentracién de DMSO

nunca fue mayor al 0,05 % en todos los ensayos.

4.2 Métodos

4.2.1 Cultivo celular

* Cultivo de promastigotes

Para el estudio del efecto antiparasitario del Flavonoide 3, se trabaj6 con cultivos
de parésitos de la especie Leishmania mexicana (BEL21). Los promastigotes se
cultivaron a temperatura ambiente, sin agitacion, en medio de cultivo LIT (del inglés:
Liver Infusion Tryptose) suplementado con 5 % SFB inactivado por calor (60 °C, 30 min)
y 1 % de penicilina/estreptomicina.
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* Cultivo de macréfagos

Los macréfagos de la linea celular J774-G8 provenientes de sarcoma de ratdén
(Murray, 1981) se cultivaron en frascos T-25 con medio de cultivo DMEM suplementado
con 10 % SFB activado, 1 % de penicilina/estreptomicina y 1 % de L-glutamina. Los
cultivos se mantuvieron en la cadmara a 37 °Cy 7 % de CO..

Cabe destacar que los macréfagos murinos utilizados en el experimento de
infeccion (seccién 4.2.6), se cultivaron en el medio de cultivo DMEM suplementado con
10 % de SFB inactivado por calor (60 °C, 30 min), 1 % penicilina/estreptomicinay 1 %

L-glutamina.

4.2.2 Contaje celular

Para la realizacion de los experimentos, se estimé el nimero de promastigotes
presentes en el cultivo celular mediante el contaje directo en la camara de Neubauer.
Para ello, se realizé una dilucion /50 de una suspension de parasitos en buffer fosfato
salino 1X (PBS, del inglés: Phosphate Buffered Saline) (95 mM Na;HPO. (anhidro), 5
mM NaH:P0;-2H,0, 73 mM NaCl). Posteriormente, una dilucion /2 de la suspension
celular anterior con formaldehido 3 %. Asi, se procedi6 al contaje afiadiendo 10 pL de
la dltima dilucién en la camara de Neubauer. Se calcul6 la concentracion de células

(cél/mL) utilizando la siguiente férmula:

_ Numero de células contadas por cuadrante externo x Factor de dilucion x 10.000
B 4

Donde el volumen de cada cuadrante externo (cada uno con 16 subcuadrantes)

es constante e igual a 0,0001 mL.
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El nimero de macrofagos se determind por contaje directo en la camara de
Neubauer. Se realiz6 una dilucion /so de una suspension de macréfagos en PBS.
Posteriormente, una dilucion /2 de la suspension celular anterior con azul de tripano 0,4
%. Asi, se procediod al contaje afadiendo 10 uL de la ultima dilucién en la camara de
Neubauer. Se contaron las células vivas (no tefidas de azul) utilizando los cuadrantes
externos de la camara. Para calcular la concentracion celular (cél/mL), se utiliz6 la

misma férmula descrita anteriormente para los promastigotes.

4.2.3 Evaluacién delacitotoxicidad de los flavonoides aislados de Iresine diffusa

Todos los flavonoides estudiados previo a la eleccién del compuesto objeto de
estudio de este trabajo, fueron suministrados por la Dra. Alirica Suarez, perteneciente
al Laboratorio de Productos Naturales, Facultad de Farmacia de la Universidad Central
de Venezuela. Para ello, se realizaron experimentos de citotoxicidad con los distintos
compuestos utilizando concentraciones de 5, 20 y 50 uM, a fin de obtener el mas efectivo
sobre la viabilidad celular de estos parasitos. Ademas, se utilizo la dronedarona 1 pM
como control positivo. El procedimiento para el ensayo de citotoxicidad de todos los
compuestos se explica de forma detallada en la seccion 4.2.5, donde se procedi6 de la

misma manera con el compuesto elegido: el Flavonoide 3.

4.2.4 Evaluacién del crecimiento poblacional de promastigotes de Leishmania

mexicana

La susceptibilidad de los promastigostes de L. mexicana al Flavonoide 3, se
evalué a través del crecimiento poblacional de los parasitos en ausencia y presencia de
concentraciones crecientes del compuesto (0,5 pM, 1 pM, 2 pM, 5 uM, 10 pM, 20 uM y

50 uM). En una placa de cultivo de 24 pozos, se colocé 2.10° cél/pozo en 1 mL del medio
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de cultivo LIT suplementado con SFB al 5 % y 1 % de penicilina/estreptomicina,
colocado previamente en cada pozo. Posteriormente, se agregé a cada pozo las
diferentes concentraciones del Flavonoide 3. Para cada concentracién del compuesto
se realizaron tres réplicas. La proliferacion celular (reportada como parasitos por mililitro
(parasitos/mL)) se determiné diariamente mediante el contaje directo en la camara de

Neubauer, hasta alcanzar la fase estacionaria del cultivo.

El ICs0 (concentracion inhibitoria del 50 % del crecimiento celular) se determiné
mediante el programa GraphPad Prism 5 Demo. Para ello, se aplic6 una regresion no
lineal de los datos normalizados a las 48 horas de tratamiento versus el logaritmo de las

concentraciones utilizadas del compuesto.

4.2.5 Evaluacién de la citotoxicidad sobre promastigotes de Leishmania

mexicanay macréfagos J774-G8

El ensayo de citotoxicidad o MTT se utiliza para determinar el posible efecto
citotoxico de un agente sobre lineas celulares tumorales o cultivos primarios de células
normales. Este ensayo se basa en la reduccién metabdlica del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color morado (formazan),
permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. Este
método ha sido muy utilizado para medir supervivencia y viabilidad celular. La cantidad

de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido (Pardo, 2006).

Para evaluar de la citotoxicidad (Mosmann, 1983) en promastigotes de L.
mexicana, se prepararon concentraciones del compuesto Flavonoide 3 mediante
diluciones seriadas en medio de cultivo LIT, partiendo del stock a 15,83 mM. En una
placa de Petri se coloc6 un volumen de parasitos del cultivo celular (contado
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previamente) con medio de cultivo LIT suplementado con SFB al 5 % y 1 % de
penicilina/estreptomicina. Con una pipeta multicanal, se procedié a afiadir 190 L de la
suspension preparada, en la placa de ELISA de 96 pozos, a fin de tener una
concentracion de 3.10° parasitos/pozo. Posteriormente, se afiadié 10 pyL de las
diluciones seriadas del compuesto preparadas a fin de tener por pozo cada una de las
concentraciones del Flavonoide 3 deseadas (1 uM, 2 uM, 5 uM, 10 pM, 20 uM y 50 pM),
miltefosina 15 UM (control positivo), digitonina 80 uM (blanco) y medio LIT (control
negativo) en cada pozo correspondiente, teniendo en cuenta cuatro réplicas para cada
condicion. Se incubo la placa en condiciones de humedad por 72 horas.

Finalizado el periodo de incubacion, se centrifugd a 4 °C por 20 minutos a 1600
Xg, se descart6 el sobrenadante y se resuspendié el sedimento en 100 yuL de MTT (0,5
mg/mL en PBS). Se incub6 en oscuridad por 4 horas a 37 °C, en atmdsfera de CO; (7
%).

Posteriormente, se centrifugd a 20 °C por 10 minutos a 1600 xg, se descarto el
sobrenadante y se resuspendié el sedimento en 100 uL de DMSO (Carmichael y col.,
1987). Finalmente, se realiz6 la lectura de la absorbancia a 570 nm en un lector de
ELISA. El valor de la absorbancia obtenida con la digitonina 80 uM se rest6 a todas las
concentraciones utilizadas del compuesto y a los controles. La digitonina es un
detergente no idnico que forma poros en las membranas al interaccionar con los

esteroles (Ouhabi y col., 1998).

Por otra parte, el ensayo de citotoxicidad en macr6fagos murinos se realizd
siguiendo los mismos pasos descritos anteriormente para los promastigotes de L.
mexicana, con la diferencia que se utilizé Triton X-100 0,1 % como blanco y se coloco
5.000 células/pozo en la placa de ELISA de 96 pozos. Ademas, el valor de la
absorbancia obtenida con el Triton X-100 0,1 % se rest6 a todas las concentraciones
utilizadas del compuesto. El tritbn es un detergente no i6nico que desnaturaliza las
membranas celulares causando lisis celular (Salcedo y col., 2009).
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El ICso (concentracion inhibitoria del 50 % de la viabilidad celular) se determiné
mediante el programa GraphPad Prism 5 Demo. Para ello, se aplicé una regresion no
lineal de los datos normalizados a las 72 horas de tratamiento versus el logaritmo de las
concentraciones utilizadas del compuesto.

El indice de selectividad (IS) se determiné como el cociente entre el ICso de los

macrofagos y el ICso de los promastigotes (Herrera, 2011).

4.2.6 Infeccion de macréfagos J774-G8 con promastigotes de Leishmania

mexicana

Para la evaluacion del compuesto en los macréfagos murinos infectados con
amastigotes de L. mexicana, se procedié de la forma establecida por Benaim y col.,
2014 con modificaciones aportadas por el Laboratorio de Biologia Celular — IBE.

Se procedi6 a despegar los macrofagos de la superficie del contenedor de
plastico T-25 en el que se encuentran, mediante el uso de removedores de células y
PBS 1X estéril. Luego, en una placa de 12 pozos se colocé una laminilla estéril de vidrio
cubreobjeto por cada pozo y se agregaron 15.000 macréfagos/pozo en medio de cultivo
DMEM (suplementado con SFB inactivado al 10 %, 1 % penicilina/estreptomicinay 1 %
L-glutamina). Seguidamente, se incubaron las placas con los macréfagos durante 24
horas en la cdmara a 37 °C y 7 % de COa.

Posteriormente, se tomé un volumen de parasitos del cultivo celular y se colocé
en un tubo eppendorf. Se centrifug6é 600 xg durante 3 minutos y el sedimento se
resuspendié en el medio de cultivo DMEM (suplementado con SFB inactivado al 10 %,
1 % penicilina/estreptomicina y 1 % L-glutamina). Se procedi6 a determinar la
concentracion celular mediante el contaje directo en la cAmara de Neubauer.

Finalizado el tiempo de incubacién de los macréfagos, se agregé un volumen de

parasitos (previamente resuspendidos en medio de cultivo DMEM) para obtener una
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proporcion de 10 parasitos/célula, es decir, 1,5.10° parasitos. Seguidamente, se
incubaron las placas en la camara a 37 °C y 7 % CO., durante 3 horas.

Una vez pasado el tiempo de incubacion, se retiré el medio de cada pozo y se
realiz6 un lavado con PBS 1X. Se procedi6 a agregar 1 mL de medio de cultivo DMEM
fresco (suplementado con SFB inactivado al 10 %, 1 % penicilina/estreptomicinay 1 %
L-glutamina) con las concentraciones del Flavonoide 3 (0,2 uM, 0,5 uM, 1 uM, 5 uM, 10
UM y 25 uM) deseadas por pozo. Seguidamente, se incubaron las placas en la camara
a37°Cy 7 % COg, durante 48 horas.

Finalizado el periodo de incubacion, se retiré el medio de cultivo DMEM de cada
pozo y se realizé un lavado con PBS 1X estéril para eliminar macréfagos no adheridos
a la laminilla de vidrio cubreobjeto y promastigotes que no infectaron a los macréfagos.

Se fijaron los macréfagos infectados a las laminillas de vidrio cubreobjeto con
metanol 100 % frio y se dej6 secar aproximadamente 30 minutos. Los macrofagos
fijados se tifieron con el colorante Giemsa (previamente filtrado y diluido 2/3 en PBS 1X).
El colorante Giemsa es una mezcla de colorantes, compuesta de azul de metileno
(basico) y eosina (acido) (Cruz-Reyes y Camargo-Camargo, 2001). Se utiliz6 acido
acético 0,1 % para aclarar y ajustar el color.

Finalmente, una vez tefidas las células, se fij6 el vidrio cubreobjeto a una lamina
portaobjeto y se procedi6 a contar en un microscopio de luz utilizando el objetivo de
inmersion (100X). El contaje se realizdé contando 10 macréfagos por 10 campos (100
macrofagos en total). El ICso (concentracion inhibitoria del 50 % de la infeccion) se
determiné mediante el programa GraphPad Prism 5 Demo, aplicando una regresién no
lineal de los datos normalizados las 48 horas de tratamiento versus el logaritmo de las

concentraciones utilizadas del compuesto.

Cabe destacar que se utiliz6 como controles: macréfagos sin infectar y

macrofagos con promastigotes de L. mexicana. Se realizaron tres experimentos
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independientes de la infeccion con las concentraciones del Flavonoide 3 antes descritas,

contandose asi cada condicién (en cada experimento independiente) por triplicado.

4.2.7 Determinacion de la concentracion del Ca?* intracelular sobre

promastigotes de Leishmania mexicana

Las mediciones de la [Ca?'] se realizaron utilizando el fluoréforo fura 2, un
indicador fluorescente, excitable a la luz UV y con un espectro de emision a 510 nm. En
la figura 25, se observa que al disminuir la concentracion del Ca?', el fura 2 va
cambiando su pico de absorcion de 340 nm a 380 nm porque hay cada vez menos fura
2 unido al Ca?*. Asi, el fura 2 no unido al Ca?* es excitado a una longitud de onda de

380 nm.

Em =510 nm
39.8 uM free Ca?*
1.35.
. g
0.60

Fluorescence excitation

250

Wavelength (nm)

Figura 25. Espectro de excitacion fluorescente del fura 2 en una solucién que contiene 0-
39,8 uM de calcio libre. Se representa la fluorescencia de excitaciéon (Fluorescence excitation)

en funcién de la longitud de onda (Wavelength). Free Ca?*: Ca?* libre (Haugland, 2002).

Cabe destacar que para cargar las células con fura 2, se utiliza el derivado
acetoximetilado fura 2-AM (Figura 26). Este puede atravesar la membrana plasmatica
de los tripanosomatidios. Una vez en el citoplasma, las esterasas hidrolizan el grupo

éster del fura 2-AM produciendo fura 2, el cual es hidrofilico y no puede atravesar
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membranas celulares por lo que permanece en el citoplasma. Asi, cada molécula de

fura 2 se une a un Unico i6n Ca?* presente en el citoplasma.
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Figura 26. Diagrama esquematico de los procesos implicados en las células de carga con fura
2, utilizando acetoximetil-derivado (AM) permeable a la membrana y clivado por esterasas
produciendo fura 2.

Tomado de: http://www.lifetechnologies.com/ve/en/home/references/molecular-probes-the-
handbook/technical-notes-and-product-highlights/loading-and-calibration-of-intracellular-ion-

indicators.html [Consulta: 30 de mayo de 2015].

El fluorimetro utilizado para las mediciones fue Hitachi F-2000. Este consta
béasicamente de una fuente de luz, la cual se hace incidir en un chopper que separa la

luz en dos longitudes de onda de excitacion del fura 2 unido al Ca?* (340 nm) y fura 2
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no unido al Ca?* (380 nm). Posteriormente, dichas longitudes son combinadas mediante
un combinador de rayos, el cual los hace incidir sobre la muestra de estudio. La muestra
por su parte emite luz a 510 nm, lo cual es detectado por un tubo fotomultiplicador
(P.M.T.) y posteriormente al centro de control y adquisicion de datos, ofreciendo el
registro del experimento y una data numérica. La representacién esquematica de este

sistema experimental se muestra a continuacion en la figura 27:

Control y adquisicion
y q
de datos
Registro
Excitacién
Mono. 1

detun ‘ pi
“Chopper
de luz PP de los ravos \

y 2

Excitacion
Mono. 2

Figura 27. Representacion esquematica del sistema de deteccion fluorimétrica del Ca?* mediante

dos longitudes de onda de excitacion.

Para realizar la determinacion de la [Ca?'];, se agreg6 en un tubo eppendorf 500
uL de una suspension de parasitos (107 promastigotes/mL). Se centrifugé a 600 xg
durante 3 minutos, se descarté el sobrenadante y se resuspendié el sedimento en 500
pL de buffer Tyrode (145 mM NacCl, 4 mM KCI, 2 mM MgCl,, 1,8 mM CacCl,, 10 mM
Hepes, 11 mM glucosa). Este paso se realiz6 2 veces. Asimismo, se carg6 con: 1 ul fura

2 + 2,4 pl probenecid (500 mM) + 1,25 pl &cido plurénico 10 %. Posteriormente, se
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incubo a 29 °C por 3 horas en agitacion constante (450 rpm en Thermomixer Compact)
y en oscuridad.

Pasado el tiempo de incubacion, se centrifugé a 600 xg por 3 minutos. Luego, se
resuspendié el sedimento obtenido en 500 pL de buffer Tyrode. Se repiti6 este paso
realizando dos lavados con dicho buffer. Posteriormente, se afiadid 2,4 pL de
probenecid a 500 mM. Finalmente, se coloc6 500 pL de la suspensién en una cubeta de
cuarzo y se midié la respuesta en el fluorimetro Hitachi F-2000, con agitacién constante
y a 29 °C.

Los efectores utilizados fueron los siguientes y en el orden que sigue:
(Flavonoide 3 (20 uM); digitonina (40 uM), el cual es un detergente que permeabiliza la
membrana y 10 uL de EGTA a 1 M, el cual es un quelante de Ca?"), los cuales se
afiadieron a la cubeta de cuarzo mediante una jeringa Hamilton. Los efectores se
afladieron cada cierto tiempo, luego de que cada uno alcanzo su efecto plateau, es decir
luego de que alcanza su efecto maximo y se mantiene constante en el tiempo. Es
importante sefialar que, los efectores digitonina y EGTA se utilizan para calcular la [Ca?*];
mediante la ecuacion de Grynkiewicz y col., 1985. En este caso, los efectores se afiaden
como un control para saber el estado fisiol6gico del parasito, ya que si éstos presentan
un estado de estrés, tendran altos niveles de Ca?* en el interior celular y ello se refleja

luego de la adicion de dichos efectores.

Adicionalmente, para determinar la [Ca?*]i en ausencia de Ca?" extracelular, se
realizé el mismo procedimiento explicado previamente con la diferencia que se usé
buffer Tyrode preparado sin 1,8 mM CaCl,. Ademas, antes de la medicion se afiadio en
la cubeta de cuarzo EGTA a una concentracion final de 2 mM. Durante la medicion en
el fluorimetro, pasado el tiempo de adicion del compuesto a 20 uM se afiadié CaCl. (2
mM), luego la digitonina (40 uM) y por Gltimo 10 uL de EGTA a1 M.

Los resultados se reportan como la relacién de fluorescencia (34%/380) versus

tiempo (segundos). La relacibn de proporcionalidad entre la relacion de las
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fluorescencias (34%3g0) y la [Ca?']i se plantea en la ecuacion propuesta por Grynkiewicz

y col., en 1985:

R—R_ .. F

min

Rmax —R Fmax

[Ca**] =K,

Donde R es la relacion de fluorescencia de excitacion del fura 2 a 340 "/3g0 nm,
Kq es la constante de afinidad del fura 2 por el Ca?* (224 nm), Rmin €S €l menor valor de
la relacion de fluorescencia de excitacion del fura 2 a 340 "™/3g0 nm después de afadir el
guelante de Ca?* (EGTA), Rmax €s el mayor valor de la relacién de las fluorescencia de
excitacion del fura 2 a 340 "/3g0 nm en presencia de Ca?* saturante (después de afadir
digitonina), Fmin €s el menor valor de fluorescencia del fura 2 cuando es excitado a 380
nm luego de afiadir EGTA, Fmnax €S el menor valor de fluorescencia del fura 2 cuando es

excitado a 380 nm luego de afnadir digitonina.

La razén por la cual los resultados no se expresan como [Ca?*]i se debe a que la
concentracion basal de este catién es variable entre réplicas y depende de muchos
factores tales como el estado metabdlico de los promastigotes en cultivo, en el momento
de las mediciones (Maravall y col., 2000). Debido a esto, los trabajos recientes reportan

los resultados en funcién de los cambios en la relacion de fluorescencia 34%/3so.

4.2.8 Evaluacion del potencial electroquimico mitocondrial de promastigotes de

Leishmania mexicana

La rodamina 123 (Figura 28) es un permeante celular, catiénico, un tinte
fluorescente que es secuestrado facilmente por la mitocondria activa sin inducir efectos

de citotoxicidad (Haugland, 2002). Este fluoroforo especifico de mitocondria (Benaim y
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col., 2006), permite la visualizacion del estado de potencial electroquimico de este
organelo (Serrano y col.,, 2009a). Ademas, la rodamina 123 posee un espectro de
excitacion a 488 nm y un espectro de emision a 530 nm (Figura 29) (Serrano y col.,

2009a).

Figura 28. Estructura quimica de la rodamina 123. Tomado de: www.lifetechnologies.com

[Consulta: 2 de junio de 2015].
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Figura 29. Espectro de excitacion y emision de la rodamina 123. La curva izquierda, con un
pico a 488 nm, representa el espectro de excitacion y la curva derecha, con un pico a 530 nm,
representa el espectro de emisibn de la rodamina 123. Tomado de:
https://www.thermofisher.com/ve/en/home/life-science/cell-analysis/labeling-

chemistry/fluorescence-spectraviewer.html|?ICID=svtool&UID=302moh [Consulta: 18 de abril de

2016].

Para realizar la determinacion del efecto del Flavonoide 3 sobre el potencial

electroquimico mitocondrial, se agreg6 en un tubo eppendorf 500 uL de una suspension
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de parasitos (107 promastigotes/mL). Se centrifugd a 600 xg por 3 minutos y se realiz6
dos lavados con 500 pL de buffer de carga (130 mM HCI, 1 mM MgCl,, 2 mM KH2PO4,
20 mM Tris HCI). Asimismo, se afiadioé 2 yL de rodamina 123 a 5 mM, para obtener una
concentracion final de 20 puM. Posteriormente, se incubd a 29 °C por 45 minutos en
agitacion constante (450 rpm en Thermomixer Compact) y en oscuridad.

Luego del periodo de incubacién, se centrifugé a 600 xg por 3 minutos y se
realizé dos lavados con 500 pL de buffer de carga. La suspension se agregd en una
cubeta de cuarzo para su medicion en el fluorimetro Hitachi F-2000 con agitacion

constante y a 29 °C.

Los efectores utilizados fueron los siguientes: FCCP (2 uM) (control), el cual es
un protondéforo que desacopla la fosforilacién oxidativa de la cadena transportadora de
electrones; Flavonoide 3 a una concentracion final de 5 pM, 10 uM y 20 pM. Dichos

efectores se afiadieron con una jeringa Hamilton.

Con respecto al procesamiento de los resultados, se realiz6 un gréafico de barras
en el cual se representa los cambios de la fluorescencia en porcentaje versus las tres
concentraciones estudiadas. Dicha grafica se realizé tomando en cuenta que la adicién
de los efectos generados por el FCCP a 2 uM (seguido por la adicién del Flavonoide 3)
constituye el 100 % de respuesta del sistema. La significancia estadistica entre las
barras, se determiné mediante la prueba t de Student, en la cual p < 0,05 refleja

resultados estadisticamente significativos.

4.29 Determinacion de la alcalinizacion de los acidocalcisomas de

promastigotes de Leishmania mexicana

La naranja de acridina (Figura 30) es un fluor6foro, cuya acumulacion en
acidocalcisomas es usado como una prueba para la alcalinizacion (Serrano y col.,
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2009a). Cabe destacar que este fluoroforo cationico, interactda con el ADN y el ARN por
intercalacion dentro de la molécula (Darzynkiewicz, 1990). Ademas, este fluoréforo al
igual que la rodamina, posee un espectro de excitaciébn a 488 nm y un espectro de

emision a 530 nm (Figura 31) (Serrano y col., 2009a).

See
M
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{CHG}EN N{CHE:I2

Figura 30. Estructura quimica de la naranja de acridina. Tomado de: www.lifetechnologies.com

[Consulta: 2 de junio de 2015].
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Figura 31. Espectro de excitacion y emisién de la naranja de acridina. La curva izquierda,
con un pico a 488 nm, representa el espectro de excitacion y la curva derecha, con un pico a 530
nm, representa el espectro de emision de la rodamina 123. Tomado de:
https://www.thermofisher.com/ve/en/home/life-science/cell-analysis/labeling-

chemistry/fluorescence-spectraviewer.html|?ICID=svtool&UID=302moh [Consulta: 18 de abril de

2016].

Para realizar la determinacion del efecto del Flavonoide 3 sobre los
acidocalcisomas, se agreg6é en un tubo eppendorf 500 pL de una suspension de
parasitos (10 promastigotes/mL). Se centrifugd a 600 xg por 3 minutos y se realizé dos
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lavados con 500 pL de buffer de carga. Asimismo, se afiadio 1 pL de naranja de acridina
a 2,5 mM, para obtener una concentracion final de 5 uM. Posteriormente, se incubd a
29 °C por 10 minutos en agitacion constante (450 rpm en Thermomixer Compact) y en
oscuridad.

Pasado el tiempo de incubacion, se centrifugd a 600 xg por 3 minutos y se realizé
dos lavados con 500 pL de buffer de carga. La suspension se agregd en una cubeta de
cuarzo para su medicion en el fluorimetro Hitachi F-2000 con agitacion constante y a 29

°C.

Los efectores utilizados fueron los siguientes: nigericina (2 uM) (control), el cual
es un ionéforo que cataliza el intercambio electroneutro de K*/H*, Flavonoide 3 a una
concentracion final de 10 uM, 20 uM y 50 uM. Dichos efectores se afiadieron con una

jeringa Hamilton.

Con respecto al procesamiento de los resultados, se realiz6 un grafico de barras
en el cual se representa los cambios de la fluorescencia en porcentaje versus las tres
concentraciones estudiadas. Dicha grafica se realiz6 tomando en cuenta que la adicion
de los efectos generados por la nigericina a 2 uM (seguido por la adicion del Flavonoide
3) constituye el 100 % de respuesta del sistema. La significancia estadistica entre las
barras, se determiné mediante la prueba t de Student, en la cual p < 0,05 refleja

resultados estadisticamente significativos.

-46 -



5. Resultados

Con el fin de seleccionar el flavonoide con mayor efectividad entre todos los
disponibles al comienzo de este trabajo, se realizaron experimentos de citotoxicidad con
los distintos compuestos. En  la  Figura 32se muestra este ensayo
de citotoxicidad realizado con los diferentes flavonoides. Se observa el porcentaje de
viabilidad celular en funcion de los flavonoides evaluados a tres concentraciones: 5, 20
y 50 uM. Los resultados muestran que varios de los flavonoides utilizados tuvieron
efecto citotdéxico sobre promastigotes de L. mexicana. Se pudo determinar que
el Flavonoide 3 fue el compuesto que present6 una buena efectividad contra la viabilidad
de estos parasitos. Por esta razdn, se escogi6éa este compuesto para Ssu

estudio durante el desarrollo de este trabajo.
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Figura 32. Efecto citotéxico de diferentes flavonoides a tres concentraciones (5, 20 y 50

MUM) sobre la viabilidad celular de promastigotes de L. mexicana. Se utiliz6 como control

positivo la dronedarona 1 pM.
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5.1 Efecto del Flavonoide 3 sobre el crecimiento de poblaciones de

promastigotes de Leishmania mexicana

Con el objeto de determinar el efecto del Flavonoide 3 sobre el crecimiento de
poblaciones de promastigotes de L. mexicana, se realiz6 una curva de crecimiento en
presencia de concentraciones crecientes del compuesto, evaluando la proliferacion
celular diariamente mediante el contaje directo en una camara de Neubauer, hasta
alcanzar la fase estacionaria del cultivo.

En la Figura 33 se muestra la proliferacion celular (promastigotes/mL) en funcién
del tiempo (horas) del crecimiento poblacional de estos parasitos. El resultado obtenido
refleja un efecto dosis-dependiente del compuesto, lo cual significa que a medida que
aumenta la concentracién del compuesto, disminuye el nUmero de promastigotes por

mL. Asimismo, se estimé un ICso de 12,62 uM a las 48 horas del crecimiento.
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Figura 33. Efecto del Flavonoide 3 sobre el crecimiento de poblaciones de promastigotes
de L. mexicana. Los parasitos fueron sometidos a concentraciones crecientes del compuesto y
se monitoreo el crecimiento hasta alcanzar la fase estacionaria del cultivo. Cada punto representa

el promedio + DE de tres réplicas.
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5.2 Efecto citotoxico del Flavonoide 3 sobre la viabilidad celular de

promastigotes de Leishmania mexicana

Con el objeto de determinar el efecto citotoxico del Flavonoide 3 sobre la
viabilidad celular de promastigotes de L. mexicana, se empleé el ensayo de MTT, el cual
nos permite cuantificar la viabilidad de una poblacion celular que ha sido expuesta a
diferentes concentraciones de un compuesto. Tomando en cuenta que la absorbancia
de los cristales de formazan generados son proporcionales al nimero de células viables,
en la Figura 34 se observa un efecto dosis-dependiente del compuesto, ya que a medida
gue aumenta la concentracion del mismo, disminuye la absorbancia. Ello significa que
el compuesto afecta la viabilidad celular de L. mexicana. El ICso estimado luego de un

periodo de 72 horas fue de 20,68 uM.
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Figura 34. Efecto citotéxico del Flavonoide 3 sobre la viabilidad celular de promastigotes
de L. mexicana. Los parasitos fueron tratados con concentraciones crecientes del compuesto,
utilizando un control negativo (ausencia de droga) y un control positivo (miltefosina 15 pM). Se

utilizé como blanco la digitonina a 80 uM (ver Materiales y Métodos).

-50-



5.3 Efecto citotoxico del Flavonoide 3 sobre la viabilidad celular de

macrofagos J774-G8

Con el objeto de determinar el efecto citotdxico del Flavonoide 3 sobre la
viabilidad celular de macréfagos J774-G8, se empled el ensayo de MTT como método,
sometiendo a las células a concentraciones crecientes del Flavonoide 3. De acuerdo a
los resultados mostrados en la Figura 35, el Flavonoide 3 posee un relativo bajo efecto
citotoxico sobre los macréfagos, observandose una diferencia significativa con respecto
al control a partir de 50 uM (p < 0,05) y estimando un ICso de 70,92 uM luego de 72
horas de incubacion.

Comparando los valores de ICso obtenidos para los promastigotes (ICso = 20,68
KUM) mediante citotoxicidad con respecto al valor de I1Cso obtenido para los macroéfagos,
es notable que existe un efecto selectivo sobre los promastigotes, estimandose un indice

de selectividad de 3,43.

NS
NNV

Concentracion (uUM)

Figura 35. Efecto citotdxico del Flavonoide 3 sobre la viabilidad celular de macréfagos
J774-G8. Las células fueron tratadas con concentraciones crecientes del compuesto. Se utilizd

como blanco el Triton X-100 0,1 % (ver Materiales y Métodos).
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5.4 Efecto del Flavonoide 3 sobre macrofagos J774-G8 infectados con

amastigotes de Leishmania mexicana

Con el objeto de determinar el efecto del Flavonoide 3 sobre macréfagos murinos
de la linea celular J774-G8 infectados con amastigotes de L. mexicana, se realiz6 una
curva de infeccidon que se muestra en la Figura 36, en la cual se observan los datos
normalizados del porcentaje de infeccion de los macrofagos en funcién de las
concentraciones utilizadas del compuesto. El resultado obtenido muestra que este
compuesto disminuye el porcentaje de células infectadas con amastigotes, de una forma

dosis-dependiente. A las 48 horas de exposicion, el ICsy obtenido fue de 1,47 uM.
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Figura 36. Efecto del Flavonoide 3 sobre macr6fagos murinos infectados con amastigotes
de L. mexicana. Los macréfagos J774-G8 infectados fueron sometidos a concentraciones

crecientes del compuesto. Cada punto representa el promedio + DE de tres réplicas.
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5.5 Efecto del Flavonoide 3 sobre la homeostasis del Ca?' intracelular de

promastigotes de Leishmania mexicana

Con el objeto de evaluar el efecto del Flavonoide 3 sobre la homeostasis del Ca?*
intracelular de promastigotes de L. mexicana, se emple6 un método fluorimétrico
utilizando el fluoréforo fura 2 para determinar cambios en la concentracion de este ién,
como se describié en la seccion de Materiales y Métodos. De acuerdo a los resultados
obtenidos, luego de la adicién del Flavonoide 3 a una concentracion de 20 uM en
presencia de Ca?*, se produjo un aumento en la relaciéon de fluorescencia 34° "/3g0 nm
(Figura 37A), lo cual se interpreta como un aumento de la [Ca?*]; debido a la relacion de
proporcionalidad establecida en la ecuacién de Grynkiewicz y col., 1985. Con el objetivo
de evaluar si el incremento en la [Ca?*]i observado es debido a una entrada del cation
desde el exterior celular, o por el contrario, es producto de su liberacién de
compartimientos intracelulares, se repitié el experimento anterior pero en ausencia de
Ca?* extracelular (2 mM de EGTA). Como se puede observar (Figura 37B), el Flavonoide
3 a 20 uM es capaz de aumentar la [Ca?*]i bajo ambas condiciones experimentales: en

presencia y ausencia del cation.

-53-



>

3.8+ Flavonoide 3
S 3.6- W‘VW‘M{W
(%2]
S )
>
\c_cs/ 3.4
O
5 .
§ 3.2 + Ca
S
=
L 30
28 1 T T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Tiempo (seq)
B
3.8 -

Flavonoide 3

2°°1 Iy Vi
[ee]
Q ;
S
™ 3.4
@©
2
o 3.24 ) Ca2+
(%]
9__) o
S 304 l' ’ "
LL
2.8 1

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Tiempo (seg)

Figura 37. Efecto del Flavonoide 3 sobre la homeostasis del Ca?" intracelular de
promastigotes de L. mexicana. Los parasitos fueron cargados con fura 2. (A) Efecto del
Flavonoide 3 (20 pM) sobre la [Ca?*]i en presencia de 2 mM de Ca?* extracelular. (B) Efecto del

Flavonoide 3 (20 uM) sobre la [Ca?*]i en ausencia de Ca?* extracelular (2 mM de EGTA).
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5.6 Efecto del Flavonoide 3 sobre el potencial electroquimico mitocondrial de

promastigotes de Leishmania mexicana

Con el objeto de evaluar el efecto del Flavonoide 3 sobre el potencial
electroquimico mitocondrial, se empleé el fluoréforo rodamina 123, como se describio
en Materiales y Métodos. La disminucion del potencial electroquimico produce la
liberacion del fluoréforo, lo cual conlleva a un aumento en la fluorescencia. En la Figura
38A se muestra el resultado obtenido sobre el aumento de la fluorescencia en funcién
del tiempo al afiadir el Flavonoide 3 a una concentracion de 20 uM, seguido por la
adicion de FCCP 2 uM, un protonéforo desacoplante de la cadena transportadora de
electrones de la fosforilacion oxidativa, utilizado en nuestro caso como control. Se
observa que el Flavonoide 3 a esta concentracion genera una respuesta maxima en
cuanto a la salida del fluoréforo, ya que al afiadir FCCP 2 uM la fluorescencia se
mantiene constante. Invirtiendo el orden de los compuestos, se observa en la Figura
38B que la adicién de FCCP 2 uM produce también la salida total del fluoréforo, reflejado

en el incremento en la fluorescencia, lo cual es esperado por ser el experimento control.
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Figura 38. Efecto del Flavonoide 3 sobre el potencial electroquimico mitocondrial de
promastigotes de L. mexicana. Los parasitos fueron incubados en presencia de rodamina 123
(20 pM). (A) Efecto del Flavonoide 3 (20 uM) seguido por la adicién del FCCP (2 uM) sobre el
potencial electroquimico mitocondrial. (B) Efecto del FCCP (2 uM) seguido por la adicion del

Flavonoide 3 (20 uM) sobre el potencial electroquimico mitocondrial. *(U.A): Unidades Arbitrarias.

-56-



Con el objeto de cuantificar la diferencia porcentual del aumento de la
fluorescencia de la rodamina 123, en respuesta a la adicion de tres concentraciones del
Flavonoide 3 (5, 10 y 20 uM), se realiz6 un grafico de barras (Figura 39) en el que se
visualiza el efecto variable del compuesto sobre el potencial electroquimico mitocondrial.
Se consideré al menos tres experimentos independientes para cada concentracion. Este
resultado muestra que a una concentracion de 20 UM se obtiene una respuesta cercana
al 100 %, seguido del flavonoide 3 a 10 uM con un aumento de la fluorescencia del 49
%, y finalmente 15 % para una concentracion de 5 uM. Cabe destacar que el asterisco

representa la diferencia significativa entre los promedios (p < 0,05).
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Figura 39. Efecto de diferentes concentraciones del Flavonoide 3 sobre el potencial
electroquimico mitocondrial. El asterisco (*) representa resultados estadisticamente
significativos (p < 0,05) mediante una prueba t de Student. Cada barra representa el promedio +

DE de al menos tres experimentos independientes.
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5.7 Efecto del Flavonoide 3 sobre la alcalinizacién de los acidocalcisomas de

promastigotes de Leishmania mexicana

Con el objeto de determinar el efecto del Flavonoide 3 sobre la alcalinizacién de
los acidocalcisomas, se utiliz6 un método fluorimétrico empleando el fluoréforo naranja
de acridina, que se caracteriza por su afinidad hacia organelos acidicos como los
acidocalcisomas de estos parasitos, acumulandose en los mismos. La liberacion de este
fluoréforo, lo cual implica la alcalinizacion del organelo, se visualiza como un aumento
en la flurorescencia.

En la Figura 40A se observa que al afiadir Flavonoide 3 a 50 uM se produce un
aumento en la fluorescencia, el cual no es maximo, ya que es seguido de un pequefio
aumento inducido por la adicibn de nigericina, un iondforo que actla sobre los
acidocalcisomas y funciona como antiporte de K*/H* causando asi la alcalinizacién del
compartimiento. En la Figura 40B se observa el experimento con la adicion de los
compuestos de forma inversa. La nigericina, a una concentracion de 2 uM, no genera
una respuesta maxima de la fluorescencia ya que la adicion posterior de Flavonoide 3 a

50 uM genera nuevamente un incremento en la fluorescencia.
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Figura 40. Efecto del Flavonoide 3 sobre la alcalinizacién de los acidocalcisomas de
promastigotes de L. mexicana. Los parasitos fueron cargados con naranja de acridina (5 uM).
(A) Efecto del Flavonoide 3 (50 uM) seguido por la adicién de la nigericina (2 uM), sobre el nivel
acidico de los acidocalcisomas. (B) Efecto de la nigericina (2 pM) seguido por la adicién del

Flavonoide 3 (50 uM), sobre el nivel acidico de los acidocalcisomas. *(U.A): Unidades Arbitrarias.
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Con el objeto de obtener la diferencia porcentual del aumento de la fluorescencia
de la naranja de acridina, en respuesta a la adicion de tres concentraciones del
Flavonoide 3 (10, 20 y 50 uM), se realizé un gréafico de barras (Figura 41) en el que se
visualiza el efecto variable del compuesto sobre la alcalinizacion de los acidocalcisomas.
Se consideré al menos tres experimentos independientes para cada concentracion. Este
resultado muestra que a una concentracion de 50 UM se obtiene una respuesta de
aproximadamente 90 %, seguido del flavonoide 3 a 20 uM con un aumento de la
fluorescencia del 49,8 %, y finalmente 19,8 % para una concentracién de 10 uM. Cabe
destacar que el asterisco representa la diferencia significativa entre los promedios (p <

0,05).
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Figura 41. Efecto de diferentes concentraciones del Flavonoide 3 sobre la alcalinizacion
de los acidocalcisomas. El asterisco (*) representa resultados estadisticamente significativos
(p < 0,05) mediante una prueba t de Student. Cada barra representa el promedio + DE de al

menos tres experimentos independientes.
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6. Discusion

Las flavonas presentan accion antimicrobiana, aunque a concentraciones muy
elevadas en comparacion con los antibiéticos (Rice-Evans y col., 1996). No obstante,
se han encontrado que algunas flavanonas en citricos presentan actividad frente al
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Bacillus typhosus (Markham y col., 1975). La
actividad antifingica también ha sido reportada. Este es el caso de muchos flavonoides
de naturaleza lipofilica (flavonas, flavanonas e isoflavanonas) que presentan una
actividad antifingica muy considerable y que constituyen verdaderas barreras frente a
los hongos patdgenos (David y Norton, 1995; Frankel y col., 1995). Una actividad
antiparasitaria fue obtenida en el presente trabajo sobre promastigotes de L. mexicana.
En este sentido, el flavonoide 5-metoxi, 6,7-metilendioxi-flavona (Flavonoide 3) resultd
ser uno de los mas efectivos sobre la viabilidad celular de promastigotes de estos
parasitos frente a otros seis flavonoides que fueron evaluados en un ensayo de

citotoxicidad.

El Flavonoide 3 tiene un efecto inhibitorio sobre la proliferacion de L. mexicana.
Ademas, un efecto dosis-dependiente de la concentracién del compuesto sobre la
proliferacién celular, lo cual significa que, a medida que aumenta la concentraciéon del
compuesto disminuye de manera proporcional el crecimiento de los parasitos en el
tiempo. En este sentido, se estim6 un ICs de 12,62 uM a las 48 horas del crecimiento
celular, indicando que esta concentracion inhibe el 50 % de la proliferacion celular con
respecto al control sin tratamiento. Un efecto parasitostatico y citotéxico fue obtenido a
las 72 horas del crecimiento con las concentraciones del compuesto utilizadas
(exceptuando a la menor concentracion, 0,5 uM). En este sentido, el compuesto parece
detener el crecimiento de los promastigotes. Sin embargo, transcurrido este tiempo, se

observé un brusco crecimiento a las 96 horas del tratamiento, con excepciéon de 50 uM
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en la cual se observa un aumento ligero en la proliferacion de los parasitos, hasta que
alcanzan la fase estacionaria del cultivo.

Un efecto dosis-dependiente sobre promastigotes de L. amazonensis fue
obtenido por los investigadores Fonseca-Silva y col., en 2015, utilizando la quercetina,
la (-)-epigalocatequina 3-O-galato (EGCG) y la apigenina la cual pertenece al subgrupo
flavona, al igual que el Flavonoide 3. Obtuvieron un ICso de 31,4 uM a las 48 horas, 63
UM a las 120 horas y 23,7 UM a las 24 horas, para cada compuesto respectivamente.
Comparando el I1Cso del Flavonoide 3 (12,62 pM) con el obtenido con la quercetina,
ambos a las 48 horas de tratamiento, se observa que nuestro compuesto posee una
buena actividad antileishmanial sobre L. mexicana, ya que es de casi tres veces mas
potente a lo obtenido con la quercetina.

En un estudio realizado por Mittra y col. en 2000 evaluaron el efecto de la
luteolina, una flavona con una fuerte actividad antioxidante (Boukhary y col., 2015), y la
quercetina sobre L. donovani. Estos investigadores obtuvieron un potente efecto
antiparasitario con un ICsp de 125 y 455 uM para la luteolina y quercetina,
respectivamente, luego de 24 horas de tratamiento. Es interesante recalcar el
mecanismo de accién que estos investigadores encontraron sobre estos parasitos. La
luteolina y la quercetina tienen un efecto inhibitorio sobre la enzima topoisomerasa Il in
vitro; incluso inducen la apoptosis sobre los promastigotes de L. donovani. Estos
estudios sobre el uso de estos flavonoides en el crecimiento poblacional de parasitos
del género Leishmania, permiten posicionar al Flavonoide 3 como buen candidato

antileishmanial.

Con la finalidad de demostrar el efecto citotoxico observado en la curva de
crecimiento poblacional de los promastigotes a las 72 horas del tratamiento, se realizé
un ensayo de citotoxicidad. El ensayo con MTT muestra una alta correlacién entre la
cantidad de MTT metabolizado y el nimero de células viables por ensayo. Por tal motivo
puede ser utilizado como un indicador adecuado para estimar el nUmero de células vivas
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de un cultivo (Rodriguez y col., 1997). Tomando en cuenta que en un cultivo de células
eucariotas en fase exponencial de crecimiento, las células presentan una actividad
metabdlica constante, la cantidad de cristales de formazan producidos es proporcional
al numero de células viables (Riss y col., 2013). En este sentido, se obtuvo un efecto
dosis-dependiente sobre los promastigotes, en la cual la absorbancia disminuye a
medida que aumenta la concentracién del compuesto. Para este ensayo, el ICso 0btenido
fue de 20,68 uM, en contraste con el ensayo realizado con la linea J774-G8 de
macroéfagos, donde se estimé un ICso de 70,92 uM. Ello refleja que estas células de
mamiferos no se ven afectadas por el compuesto hasta alcanzar una concentracion de
50 uM, la cual comienza a ser citotoxicamente significativa sobre las células y tiene un
efecto importante sobre promastigotes de L. mexicana ya que afecta mas de la mitad de
la viabilidad de estos parasitos. Ademas, el compuesto presenta una accion selectiva
sobre los promastigotes (1S=3,43), segun la definicién de IS descrita por Herrera en
2011, quien considerd selectivos a compuestos con IS = 3. Esto indica que nuestro
compuesto es relativamente bueno en vista de que actla selectivamente contra los

promastigotes.

Los resultados obtenidos sobre macrofagos infectados con amastigotes de L.
mexicana, el cual representa el estadio clinicamente relevante del parasito, demuestran
que el compuesto afecta el porcentaje de macréfagos infectados de una forma dosis-
dependiente, con un ICsp estimado de 1,47 uM luego de 48 horas de tratamiento.

Se han reportado estudios realizados con flavonoides sobre amastigotes de
especies de Leishmania en macréfagos infectados. Uno de ellos es el realizado por
Inacio y col. en 2013, utilizando el flavonoide EGCG, el flavonol mas abundante en el té
verde (Steinmanny col., 2013). Estos investigadores infectaron macréfagos murinos con
promastigotes de L. amazonensis por 3 horas, al igual que en este trabajo. Luego de 72
horas de tratamiento con EGCG obtuvieron un ICsy de 1,6 pM sobre amastigotes
intracelulares. En otro estudio, enfocado a evaluar la actividad del mismo flavonoide
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sobre amastigotes intracelulares de L. braziliensis, nuevamente, los investigadores
Inacio y col., en 2014 obtuvieron que el compuesto tiene un ICso de 3,4 UM luego de 72
horas de tratamiento. En vista de que dicho valor de ICso no es comparable con el
obtenido en este trabajo, debido a los distintos tiempos empleados en la incubacién con
el compuesto, y ademas que estos investigadores evaluaron el efecto sobre la
susceptibilidad de los amastigotes intracelulares, cabe resaltar la buena actividad que
puedan tener algunos flavonoides, como el EGCG, al respecto. Esto nos permite sugerir
que, en vista de que el Flavonoide 3 disminuye notablemente el porcentaje de
macroéfagos infectados con amastigotes y que adicionalmente, el compuesto no es
citotoxico sobre la célula huésped hasta una concentracion de 20 uM, ello sugiere que
el compuesto podria tener un efecto sobre la proliferacion de amastigotes intracelulares

de L. mexicana. Por lo tanto, seria interesante confirmar dicho supuesto.

Con la finalidad de determinar los posibles mecanismos de accion mediante los
cuales el Flavonoide 3 afecta la viabilidad de L. mexicana, se estudiod su efecto sobre la
[Ca?"]i. Es importante sefialar que se ha postulado que la disrupcién de la homeostasis
del Ca?* intracelular tiene efectos letales en estos parasitos (Benaim y Garcia, 2011).
Asi, en estos experimentos se obtuvo que la adiciébn del Flavonoide 3 a una
concentracion de 20 pM desestabiliza la homeostasis intracelular del Ca?*, lo cual se

visualiza como un aumento en la relacion de fluorescencia 34%/3g0. Debido a la relacion
de proporcionalidad entre la relacién de fluorescencia 34%/3g0 y la [Ca%], propuesta por
Grynkiewicz y col., 1985, el aumento en la relacién de fluorescencia 34%/3g0 obtenido en

estos resultados es proporcional al incremento en la concentracion del Ca?* intracelular
de los promastigotes. Se obtuvo ademas que el incremento en la [Ca?*]; se produce en
presencia y en ausencia de Ca?* extracelular, lo cual indica que este incremento se debe
a su liberacion de organelos intracelulares y no a una entrada de Ca?* proveniente del

exterior celular.
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Los flavonoides pueden presentar accion antialérgica, la cual esta relacionada
con que interfieren en la actividad de las ATPasas transportadoras en las membranas
incluyendo las calcio dependientes (Cartaya y Reynaldo, 2001). Las flavonas tienen
cierta analogia estructural con el farmaco antialérgico ampliamente utilizado, el
cromoglicato, cuya actividad puede ser explicada a nivel de la via de entrada del Ca?*.
Estos previenen la secrecion de la histamina como respuesta a un antigeno (Park y col.,
1997). Ademas, los investigadores Guan y col. en 2014 estudiaron el efecto de flavonas
aisladas de Acanthopanax senticosus sobre canales de Ca?* tipo L (usando la técnica
de patch-clamp) y sobre la [Ca?']i de miocitos ventriculares de raton. Obtuvieron un
efecto cardioprotector por parte de las flavonas estudiadas atribuido principalmente a la
disminucién de la [Ca?*].. En este sentido, la regulacién intracelular de éste catién se ha
convertido en un blanco quimioterapéutico, debido a que esta involucrado en diversas
funciones celulares en organismos eucariotas, desde protozoarios hasta mamiferos

(Benaim y Garcia, 2011).

Partiendo de lo anterior, a fin de demostrar los posibles organelos intracelulares
involucrados en la liberacion del Ca?* y por tanto en el consecuente incremento en la
[Ca?");,, se evalu el efecto del compuesto sobre el potencial electroquimico mitocondrial
y sobre la alcalinizacién de los acidocalcisomas.

En primer lugar, sobre el potencial electroguimico mitocondrial se obtuvo que la
adicion del Flavonoide 3 a una concentracion de 20 uM produce un incremento en la
fluorescencia producto de la liberacién de la rodamina 123 acumulada en la mitocondria,
en funcion del gradiente electroquimico mitocondrial (Benaim y col., 2012a). Esto
significa que el compuesto colapsa por completo del potencial electroquimico
mitocondrial de estos parasitos, debido a que la adicién posterior del desacoplador y
proton6éforo FCCP no genera un incremento significativo en la fluorescencia. Sin
embargo, la adicion del compuesto a una concentracion de 5y 10 puM, disipa solo
parcialmente el potencial electroquimico mitocondrial.
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La actividad desacopladora de la fosforilacion oxidativa se ha reportado en las
chalconas y dihidrochalconas y esta asociada a la presencia de hidrégeno o hidroxilo en
las posiciones 2" y 4 (Amellac, 1985). Debido a esto y a los resultados obtenidos en
este trabajo sobre el potencial electroquimico mitocondrial, se puede sugerir que el
Flavonoide 3 tiene un efecto desacoplador sobre la fosforilacion oxidativa. Ademas, la
presencia de grupos hidroxilos estd asociada con la actividad antioxidante de algunos
flavonoides. La disposicién de estos grupos en posicion meta en los carbonos 5y 7 del
anillo en apigenina, le confiere dicha actividad antioxidante. Lo mismo ha sido reportado
para la quercetina, con la sustitucién 3°4” orto dihidroxi en el anillo B (Mauly y col., 1998).

Se ha reportado que muchos flavonoides tienen actividad sobre la mitocondria
de diversos parasitos del género Leishmania. Tal es el caso de Fonseca-Silva y col.
(2011), quienes describieron el posible mecanismo de accién de la quercetina sobre la
mitocondria de L. amazonensis. Sus resultados sugieren que el compuesto esta
involucrado en el colapso mitocondrial por la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS, del inglés: Reactive Oxygen Species), lo cual reduce severamente el
numero de parasitos. Estos investigadores en otro estudio realizado recientemente en
el 2015, demostraron el mismo efecto de ROS sobre estos promastigotes, pero
utilizando la apigenina. Por otra parte, usando microscopia electrénica, los
investigadores Zhai y col., en 1995 demostraron que la licochalcona A altera la
ultraestructura mitocondrial de promastigotes y amastigotes de L. major de una forma
dependiente de la concentracion y sin alterar los organelos de la célula huésped. Estos
estudios en conjunto reflejan a la mitocondria como un blanco de accién de algunos
flavonoides. Como se explicé anteriormente, el Flavonoide 3 disipa por completo el
potencial electroquimico mitocondrial a una concentracién de 20 puM. En este sentido,
resultaria interesante ampliar el estudio de éste con el fin de establecer a qué nivel

especifico actia sobre la mitocondria de estos parasitos.
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En segundo lugar, con respecto a la alcalinizacion de los acidocalcisomas se
obtuvo que la adiciébn del compuesto a una concentracion de 50 uM produce un
incremento parcial en la fluorescencia, cerca del 90 %, debido a la liberacién de la
naranja de acridina acumulada en los acidocalcisomas. Este aumento en la
fluorescencia es seguido por un ulterior incremento de la misma debido a la adicién de
la nigericina. Los resultados demuestran que el Flavonoide 3 a una concentracion de 50
UM alcaliniza casi totalmente a los acidocalcisomas de estos parasitos, ya que el efecto
de la nigericina luego del Flavonoide 3 es muy pequefio. Cabe destacar que en el
experimento control, en el que se invierte el orden de adicién de los compuestos, se
observa que la nigericina genera un rapido aumento en la fluorescencia, pero parcial ya
gue es seguido nuevamente por otro aumento, inducido por el Flavonoide 3 a 50 uM. La
posible explicacion a este comportamiento es que, sabiendo que la nigericina es
conocida por su capacidad de alcalinizar completamente los acidocalcisomas de estos
parasitos (Vercesi y col., 2000) y que la naranja de acridina se acumula en organelos
acidicos, el compuesto podria estar actuando sobre otros organelos acidicos tales como
las vacuolas acidicas y los fagolisosomas (Docampo y col., 1995), generando asi una
liberacion del fluoréforo de dichos compartimientos, lo cual se traduciria en un

incremento en la fluorescencia.

Finalmente, estos resultados permiten sugerir que el Flavonoide 3 podria
constituir la base para un futuro tratamiento contra la leishmaniasis. Es un compuesto
ventajoso ya que el ICso sobre macréfagos infectados con amastigotes result6 ser bajo,
ademas de ser poco téxico para la célula huésped. No obstante, en vista de la existencia
de varias drogas sintéticas con un mayor potencial antiparasitario, cabe destacar que el
compuesto objeto de este estudio es totalmente natural y su efecto antileishmanial
podria ser potenciado en un futuro modificando quimicamente su estructura. Ademas,
podria ser utilizado en conjunto con otro compuesto con propiedades leishmanicidas
conocidas a fin de producir un efecto sinergistico.
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Conclusiones

El Flavonoide 3 ejerce un efecto inhibitorio dosis-dependiente sobre el
crecimiento celular de promastigotes de L. mexicana, con un ICso de 12,62 pM y
tiene un efecto citotdxico dosis-dependiente sobre la viabilidad de la forma libre
de L. mexicana, con un ICsy estimado de 20,68 uM. En contraste, este
compuesto posee leve citotoxicidad sobre macréfagos, que comienza a ser
citotéxicamente significativo a partir de 50 uM, con un ICso de 70,92 uM.

El Flavonoide 3 disminuye de manera dosis-dependiente el porcentaje de
macrofagos infectados con amastigotes intracelulares de L. mexicana, con un
ICsode 1,47 uM.

Uno de los mecanismos involucrados en el efecto del Flavonoide 3 sobre el
crecimiento de L. mexicana, es la alteracion de la homeostasis intracelular del
Ca?", debido al aumento de la [Ca?']i producto de su liberaciéon desde
compartimientos intracelulares, tales como mitocondria y acidocalcisomas

El Flavonoide 3 tiene un fuerte efecto sobre el potencial electroquimico
mitocondrial de promastigotes de L. mexicana, induciendo su rapido colapso.

El Flavonoide 3 tiene un efecto directo sobre los acidocalcisomas de
promastigotes de L. mexicana, induciendo su rapida alcalinizacion.

El Flavonoide 3 podria ser la base de un futuro tratamiento en contra de esta
enfermedad, modificando quimicamente su estructura para potenciar su efecto
0 ser utilizado en conjunto con otro compuesto con propiedades leishmanicidas

conocidas a fin de producir un efecto sinergistico.
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