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RESUMEN

La enfermedad de Chagas y la Leishmaniasis son enfermedades endémicas en Bolivia,
causadas por Trypanosoma cruzi y Leishmania spp. respectivamente, parasitos de la familia
Trypanosomatidae. El tratamiento y diagndstico para estas enfermedades sigue siendo un reto con
reacciones cruzadas entre ellos. En este trabajo buscamos nuevos agentes antiparasitarios, a
través de la bioprospeccion sobre especies vegetales de la medicina tradicional Tacana, etnia

ubicada en la amazonia al norte del departamento de La Paz.

En el capitulo 1: Se realizaron evaluaciones bioldgicas in vitro de 109 especies vegetales
contra L. amazonensis, L. braziliensis y T. cruzi, de donde se obtuvo 36 especies activas (33 %),
14 frente a T. cruzi (12.8 %) y 35 contra Leishmania (32.9 %); dentro de estas, 4 especies son
usadas especificamente para la leishmaniasis y 3 de ellas mostraron actividad in vitro (75 %). En
total 15 especies fueron enfrentadas contra: T. cruzi, L. amazonensis, L. aethiopica, 2 cepas de L.
braziliensis, y L. lainsoni, presentando un amplio espectro de accién, con 5 especies muy activas
(Cls0<25 pg/ml), y 10 con moderada actividad (25<Cls0<50 pg/ml). Ademas, se realizaron
pruebas de citotoxicidad contra células HeLa, dando como resultado 8 especies antiparasitarias
(1S=2) y 7 citotoxicas (1S<2). Posteriormente se realizd un estudio biodirigido de 13 especies, la
fraccion 3 (F3) eluida de la columna principalmente con acetato de etilo, fue usualmente la méas
activa. La F3 fue evaluada contra los 6 paréasitos, observandose que en este proceso de
purificacion los compuestos mejoran la actividad, algunos pierden actividad, y aumentan

citotoxicidad; este proceso dio como resultado 8 especies prometedoras.

En el capitulo 2: se evaluaron 23 derivados sintéticos de la 2-fenilquinolina (SQ1) contra 5
cepas: L. amazonensis, L. aethiopica, L. braziliensis dos cepas, y L. lainsoni, obteniéndose 12
moléculas con mejor actividad (Clso) que la cabeza de serie SQ1. Posteriormente se realizaron
pruebas de citotoxicidad calculandose los respectivos IS, de las 12 moléculas 3 mejoraron los

valores de Clso y de IS: la SQ5, la SQ9 y la SQ14 convirtiéndose en mejores leishmanicidas.
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ABSTRACT

Chagas disease and Leishmaniasis are endemic diseases in Bolivia, caused by
Trypanosoma cruzi and Leishmania spp. respectively, parasites of the Trypanosomatidae family.
The treatment and diagnosis for these diseases remains a challenge with cross reactions between
them. In this work we look for new antiparasitic agents, through the bioprospecting of vegetal
species of the traditional medicine Tacana, ethnic group located in the Amazon north of the

department of La Paz.

In chapter 1: In vitro biological evaluations of 109 vegetal species were evaluated against
L. amazonensis, L. braziliensis and T. cruzi, from which were obtained 36 active species (33 %),
14 against T. cruzi (12.8 %) and 35 against Leishmania (32.9 %); within these, 4 species are used
specifically for leishmaniasis and 3 of them showed in vitro activity (75 %). In total 15 species
were faced against: T. cruzi, L. amazonensis, L. aethiopica, 2 strains of L. braziliensis, and L.
lainsoni, presenting a broad spectrum of action, with 5 highly active species (IC5,<25 pg/ml), and
10 with moderate activity (25 <ICs0<50 pg/ml). In addition, cytotoxicity tests were performed
against HeLa cells, resulting in 8 antiparasitic species (SI>2) and 7 cytotoxic (SI <2).
Subsequently, a biodirected study of 13 species was conducted, fraction 3 (F3) eluted from the
column mainly with ethyl acetate, was usually the most active. The F3 was evaluated against the
6 parasites, observing that in this purification process the compounds improve activity, some lose

activity, and increase cytotoxicity; this process resulted in 8 promising species.

In chapter 2: 23 synthetic derivatives of 2-phenylquinoline (SQ1) were evaluated against 5
strains: L. amazonensis, L. aethiopica, L. braziliensis two strains, and L. lainsoni, obtaining 12
molecules with better activity (1Cso) than the head of series SQ1. Subsequently, cytotoxicity tests
were carried out calculating the respective Sl, of the 12 molecules 3 improved the ICso and Sl
values: SQ5, SQ9 and SQ14 becoming better leishmanicides.
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1. Objetivos
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El presente trabajo fue desarrollado en la Universidad Mayor de San Andrés, Facultad de
Ciencias Farmacéuticas y Biogquimicas, Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas, Area
de Quimica Farmacéutica dentro de la Unidad de Evaluaciones Bioldgicas, enmarcado dentro de
los proyectos “Evanta-Etiopia”, “Biomoléculas de Interés Medicinal e Industrial
(Antiparasitario)” y “Bioprospeccion Tacana”, financiados por la cooperacion sueca en Bolivia

UMSA-ASDI-DIPGIS.

Se trata de un trabajo experimental de laboratorio, resultado de mas de 3,000 evaluaciones
bioldgicas in vitro frente a parésitos de la familia Trypanosomatidae.

1.1. Objetivo Especifico

Contribuir a la validacién de la medicina tradicional amazdnica en el tratamiento alternativo

de parasitosis tropicales mediante bio-prospeccion con la cultura Tacana.

1.2.  Objetivos Generales

Llevar adelante estudios antiparasitarios in vitro, frente a dos cepas de promastigotes de
Leishmania y epimastigotes de Trypanosoma cruzi, como parte de bio-prospeccién de especies

amazonicas medicinales utilizadas por el grupo étnico Tacana.

Seleccionar especies activas como medio para valorar el potencial de la biodiversidad local
en el desarrollo de tratamientos alternativos para enfermedades parasitarias, mediante evaluaciones
in vitro frente a cinco cepas de promastigotes de Leishmania, L. amazonensis, L. braziliensis, L.

aethiopica, L. braziliensis (nativa), L. lainsoni (nativa); y epimastigotes de T. cruzi.

Realizar pruebas de citotoxicidad in vitro contra células HelLa. Calcular el indice de

Selectividad (I.S.) con los valores de Clsg de células HeLa entre las Clso parasitarias.

Evaluar los efectos biologicos de 23 derivados sintéticos de la 2-fenilquinolina, disponibles

en el IIFB, frente a cultivos in vitro de cinco cepas de promastigotes de Leishmania y células HelLa.
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2. Introduccion
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Las enfermedades tropicales desatendidas son un grupo diverso de enfermedades
transmisibles, prevalecen en 149 paises afectando a mas de mil millones de personas, que no
cuentan con tratamientos eficaces o adecuados, por lo general, poblaciones pobres, sin
saneamiento adecuado que viven en estrecho contacto con vectores infecciosos, animales
domeésticos y ganado, lo que cuesta a las economias de paises en desarrollo miles de millones de
dolares al afio. Entre las que se encuentran: La Ulcera de Buruli, la enfermedad de Chagas,
dengue y chikungunya, dracunculiasis, equinococosis, trématodiasis, la tripanosomiasis africana
humana, la leishmaniasis, la lepra, filariasis linfatica, micetoma, oncocercosis, rabia,
esquistosomiasis, la helmintiasis, taeniasis/cisticercosis, tracomay Yaws (tréponematosis
endémicas) (OMS, 2017a).

Los parasitos protozoarios Leishmania spp. y T. cruzi, pertenecientes al orden
Kinetoplastida y familia Trypanosomatidae, viven de manera extracelular en sus vectores y como
amastigotes intracelulares obligados en el huésped mamifero (Leal, Amado, Kouznetsov, &
Escobar, 2013) son causantes de la leishmaniasis y la enfermedad de Chagas, respectivamente.
Se han reportado infecciones por Leishmania spp. en 98 paises en todos los continentes. Se
estima que hay 1.3 millones de nuevos casos en todo el mundo anualmente (Andrade-Narvaez,
Loria-Cervera, Sosa-Bibiano, & Van Wynsberghe, 2016).

Por otra parte, la enfermedad de Chagas se encuentra principalmente en 21 paises de
Latinoamérica, donde prima la transmisién por vectores. Se estima que 8 millones de personas
estan infectadas en todo el mundo, principalmente en América Latina. Esta enfermedad se esta

extendiendo a otros continentes debido a la migracion (OMS, 2012a).

El tratamiento de ambas enfermedades se realiza con un arsenal terapéutico antiguo, escaso
y con muchas complicaciones, entre ellas la alta toxicidad, reacciones adversas, via de

administracion parenteral y largos periodos de tratamiento (Barrett & Croft, 2012).

Es asi que surge la necesidad de acudir a la medicina natural y tradicional en busca de
nuevos agentes antiparasitarios, siendo las plantas una fuente importante de principios activos

con diversas propiedades farmacol6gicas como alternativas de tratamiento a diferentes
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enfermedades (Leal, et al., 2013). La investigacion sobre preparados herbales con potencial
actividad antiparasitaria se justifica por los resultados positivos obtenidos con el uso de extractos,
fracciones y compuestos aislados. Sin embargo, el aislamiento y la purificacion de los
compuestos vegetales son costosos, requieren mucho tiempo, utilizan grandes cantidades de
disolventes organicos, ademas de causar preocupaciones ambientales en cuanto a la eliminacion
de desechos. Las alternativas mas viables pueden ser la sintesis de tales compuestos o el uso de

fitoquimicos a partir de fracciones de los extractos crudos de plantas (Rabito, et al., 2014).

Desde 1993 el Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas (I11FB), dependiente de la
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas de la UMSA, esté trabajando en la evaluacién
bioldgica de especies medicinales listadas en Farmacopeas Tradicionales, de donde se seleccion6
de entre méas de 800 extractos a la Evanta (Galipea longiflora), planta medicinal antiparasitaria
conocida por las etnias: Tacana, Mosetene y Tsimane asentadas en la amazonia boliviana
(Giménez, et al., 2005).

En este estudio se realizaron evaluaciones antiparasitarias in vitro de 109 especies vegetales
de la amazonia boliviana, las cuales fueron colectadas por el Area de Quimica Farmacéutica
(AQF) del 1IFB-UMSA, con ayuda de conocedores de la medicina tradicional Tacana durante los

afios 2013 al 2016, en la provincia Abel Iturralde al norte del departamento de La Paz.

Para mejor explicacion el trabajo se ha dividido en dos capitulos. El Capitulo 1:
Bioprospeccion Tacana, que a su vez contiene 3 fases, consta de evaluaciones antiparasitarias in
vitro, seleccion de plantas activas y antiparasitarias; y el Capitulo 2: Optimizacién de quinolinas
con potencial leishmanicida, en el que se realizaron evaluaciones contra 5 cepas de Leishmania

spp. y celulas Hela, de 23 derivados sintéticos de la 2-fenilquinolina.
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3. Justificacion
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La resistencia a los antimicrobianos es cada vez mayor en infecciones por virus, bacterias,
hongos y parasitos. Por lo que son necesarias mas inversiones e innovaciones en la investigacion

y desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos, vacunas y pruebas diagndsticas (OMS, 2017b).

Bolivia pertenece al Grupo de Paises Megadiversos Afines (que albergan en conjunto mas
del 70 % de la biodiversidad del planeta) (Megadiverse-Countries, 2005), es uno de los paises
con mayor diversidad biologica en el planeta (Barnes, Maldonado, Froslev, Antonelli, &
Ronsterd, 2016), pobremente catalogada. Tiene unos 500,000 kilémetros cuadrados de bosques,
colocéndolo en el puesto diez u once de los paises més ricos en bosques del mundo, y si
tomaramos en cuenta sélo a los paises tropicales llegaria incluso a ser el quinto o sexto de los
paises tropicales mas ricos en bosques del mundo, Bolivia es el pais con los recursos forestales
per capita mas extensos (lbisch, 2001), con mas de 15,000 especies de plantas vasculares e
inferiores (Jorgensen, Nee, & Georg, 2014) de la cual hay poco conocimiento respecto a sus

propiedades medicinales.

Sabiendo que los productos naturales desempefian un papel altamente significativo en el
proceso de descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos, que la gran mayoria de las personas
todavia confian en su materia médica tradicional para sus necesidades diarias. Los bosques
tropicales contindan siendo una gran reserva de posibles fuentes de drogas y compuestos
inestimables de puntos de partida para el desarrollo de nuevas drogas. Solo alrededor del 1 % de
las especies tropicales han sido estudiadas para su potencial farmacéutico y alrededor de 50

farmacos provienen de plantas tropicales (Gurib-Fakim, 2006; Newman & Cragg, 2007).

Por lo que la bioprospeccidn de especies vegetales es una herramienta importante para
encontrar cabezas de serie, que a través de metodos sintéticos puedan llevarnos hacia nuevos
agentes antiparasitarios. Es asi que el 1IFB desde 1996 viene trabajando sobre la etnobotéanica
Tacana dentro del marco del proyecto UMSA-CIPTA “Jardin Botanico”, orientado al rescate
cultural y de saberes ancestrales del pueblo Tacana. Con la Carta de Intenciones entre el 1IFB-
CIPTA/CIMTA para el rescate, documentacion e intercambio de saberes ancestrales sobre

plantas medicinales y culturales de los Pueblos Tacana.
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4. Metodologia
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4.1. Sustancias Quimicas, Materiales y Equipos

4.1.1. Sustancias quimicas.

Dimetil sulféxido (DMSQO), fenasin metosulfato (PMS), sal de tetrazolio sddica 2,3-bis-(2-
metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-5-carboxanilida (XTT), sal de sodio Resazurina, solucion salina
tamponada con fosfato (PBS), cloruro de sodio (NaCl), bifosfato de sodio (Na2HPOs), cloruro de
potasio (KCI), fosfato de potasio monobéasico (KH2POa), &cido etilendiaminotetracético (EDTA),
medio de cultivo Schneider, medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640, bicarbonato
de sodio (NaHCO3) suero bovino fetal (SBF), y medio de infusion de higado y triptosa, fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Anfotericina B (Cipla Ltd, Goa, India),
Miltefosina (Institut de développement de produits, Santé, Francia), sulfato de Gentamicina
(cultivo tisular, Life sciences), Nifurtimox (Bayer S.A., El Salvador), Benznidazol (Lafepe,
Brasil).

4.1.2. Materiales y equipos.

Estufas de 26°C (Stufa-WTB-Binder, Alemania) y 37°C (Midi 40-CO; incubator, Thermo
scientific, USA), microscopio Optico invertido (Axiovert 25-zeiss), lector de microplacas
Synergy HT (Biotek, Winooski, VT, EE. UU.), frascos de cultivo celular de 25 cm? con 50 ml de

capacidad (Falcon, Inglaterra), placas de 96 micropozos de fondo plano (Cellstar).

4.2. Material Vegetal

La colecta fue realizada por el Area de Quimica Farmacéutica del 11IFB (AQF-IIFB) desde
el mes de noviembre 2013 hasta julio del 2016, alrededor de la comunidad Buena Vista (S
14°21°969° y O 67°33°764°’, elevacion 205 msnm), provincia Abel Iturralde del departamento
de La Paz, Bolivia; esta se llevo a cabo en patios traseros o en areas silvestres cercanas a los
hogares locales, bajo la guia de dos comunarios el Sr. Alsides Serato y el Sr. Natalio Marupa, las
especies fueron identificadas y documentadas in situ por la gente Tacana. Se recogieron varias
partes de las plantas entre ellas: hojas, raices, corteza, tallos, flores y frutos. Los nombres Tacana,
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los usos medicinales, forma de preparacion y tratamiento de estas plantas se consensuaron en un
taller local con curanderos de otras 8 comunidades tacanas diferentes, reunidas por el Consejo
Indigena de los Pueblos Tacana (CIPTA) / Consejo Indigena de Mujeres Tacana (CIMTA). Se
prepararon muestras voucher, depositadas y autenticadas por el Herbario Nacional de Bolivia
(LPB). Los nombres cientificos se confirmaron a través de la base de datos del indice
internacional de nombres de plantas (International Plant Name Index; IPNI). Todas las muestras,
excepto las frutas (recién extraidas) se secaron a temperatura ambiente, se protegieron de la luz

solar, luego se molieron y se almacenaron hasta el analisis (Ver Anexo 1).

El AQF-IIFB proceso un total de 109 especies vegetales de la siguiente manera: 202
muestras de diferentes 6rganos de las plantas se extrajeron por maceracion etanolica al 96 %
durante 72 hr (relacion 1:10 p/v) a temperatura ambiente, se filtraron y evaporaron a presion
reducida hasta sequedad, y se evaluaron en la Unidad de Evaluaciones Biologicas del IIFB (UEB-

IIFB) frente a parasitos de Leishmania spp. y Trypanosoma cruzi.

Los extractos con actividad significativa se sometieron a fraccionamiento cromatografico
en columna abierta sobre gel de silice (16 g, longitud de columna: 11 cm, didmetro interno: 2.4

cm) usando mezclas de disolventes con polaridad creciente.

Fraccion F1: Hexano (Hx) (100 ml); F2: Hx-Dicloro metano (DCM) (1:1, 50 ml) y DCM
(50 ml); F3: DCM-Acetato de etilo (EtOAC), (1:1, 50 ml) y EtOAc (50 ml) y F4: EtOAc-Metanol
(MeOH) (8:2, 100 ml). Las fracciones se evaluaron para ver su actividad leishmanicida y
tripanocida en la UEB-IIFB (Ver Tabla 7) (Coaquira, 2016; Garnica, 2016; Limache, 2016;
Salazar, 2016). El rendimiento del crudo se refiere a la relacion entre el peso del extracto crudo y
el peso del 6rgano de la planta extraido. El rendimiento de fracciones es la relacion entre su peso

y el peso del extracto crudo cargado en la columna (Ver Anexo 6).

4.3. Productos Sintéticos

Un total de 23 compuestos puros, derivados sintéticos de la 2-fenilquinolina fueron

generados por Ivan Limachi doctorante del proyecto “Biomoléculas de Interés Medicinal e
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Industrial (Antiparasitario)”, en la Universidad de Lund-Suecia en el laboratorio del profesor

Olov Sterner y proporcionados a la UEB-IIFB para las evaluaciones bioldgicas.

4.4. Parasitos, Células y Medios

Promastigotes de Leishmania (Leishmania): L. (L.) amazonensis (Clon 1 NHOM-BR-76-
LTB-012), donada por la Université Paul Sabatier de Francia, y L. (L.) aethiopica (Lae-AHRI),
donada por el Dr. Endalamaw Gadisa del Armauer Hansen Research Institute (AHRI) de Etiopia.
Promastigotes de Leishmania (Viannia): L. (V.) braziliensis (M2904 C192 RJA), donada por el
Dr. Jorge Arévalo de la Universidad Cayetano Heredia del Perq, L. (V.) braziliensis (1IFB-LbG) y
L. (V.) lainsoni (I1FB-LIAs), ambas aisladas de pacientes a partir de heridas cutaneas y tipificadas
por PCR-RFLP en el Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas (IIFB) (Bilbao-Ramos, et
al., 2017). Epimastigotes de Trypanosoma cruzi (Tc-INLASA), donados por el laboratorio de
parasitologia del Instituto Nacional de Laboratorios en Salud (INLASA) (Ver Tabla 1). Todas las
cepas de Leishmania spp. y T. cruzi, fueron cultivadas en medio Schneider (pH 6.2) y medio LIT
(pH 7.2) respectivamente, suplementados con 10 % SBF, e incubados a 26°C. Se realiz6 cambio

de medio cada 72 hr para mantener la poblacion parasitaria viable.

Células HelLa donadas por el laboratorio de Farmacologia del I1IFB (Ver Tabla 1), fueron
cultivadas en medio RPMI-1640 suplementado con Gentamicina (40 pug/ml), NaHCOs3 (2.2 g/L) y
5 % SBF (pH 7.4), y fueron incubadas a 37°C con 5 % CO; y 100 % de humedad relativa. Se
realizé cambio de medio de cultivo cada 72 hr para garantizar la viabilidad celular, utilizando una
solucion de desprendimiento celular para cultivos adherentes (NaCl 0.8 g/ml, Na;HPO4 0.11
g/ml, KCI 0.02 g/ml, KH2PO4 0.02 y EDTA 0.02 g/ml).

11
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Tabla 1: Descripciédn de las cepas y células utilizadas con su manifestacion clinica

N° Parasitos Codigo Tipo de enfermedad Abreviatura
L L anaonenss CORLNION,  Lektmniste s (O,
2  L.(L.) aethiopica Lae-AHRI LC, LCD del viejo mundo L.ae
3 L (V.)braziliensis M2004 C192RIA =& m“?%i;ﬁ?jg,(,wc) 0 M2904
4 L. (V. braziliensis IIFB-LbG LC, LMC o “espundia” L.bG
5 L. (V.) lainsoni IIFB-LIAs LC L.lan
6 Trypanosoma cruzi Tc-INLASA Enfermedad de Chagas T.cruzi
N° Células Cadigo Tipo de enfermedad
7 Hela Células de cé_ncer cérvico
_ uterino

N° 1, 2 y 3 cepas de referencia; N° 4, 5y 6 cepas nativas.

4.5. Actividad Leishmanicida y Tripanocida In Vitro

Las muestras tanto naturales como sintéticas, se disolvieron en DMSO (concentracién final
méaxima del 1 %) a 10 mg/ml, y para Anfotericina B a 1 mg/ml. Se distribuyeron promastigotes
de Leishmania spp. y epimastigotes de T. cruzi en fase logaritmica de crecimiento en microplacas
de 96 pozos de fondo plano (100 pl/pozo), a una concentracion de 3x10° parasitos/ml. Se
agregaron las muestras a diferentes concentraciones (3.1-100 pg/ml) un volumen de 100ul. Para
Leishmania spp. se usaron las drogas de referencia Anfotericina B (0.01-0.6 pug/ml) y Miltefosina
(3.1-100 pg/ml), para T. cruzi Nifurtimox (0.7-25 pg/ml) y Benznidazol (3.1-100 pg/ml). Ademas
se incorporaron controles de origen natural, Alcaloides Totales de Corteza (CAT) de Galipea
longiflora (Evanta) y 2-fenilquinolina (2FQ) alcaloide mayoritario de la misma (3.1-100 pg/ml)
(Campos-Buzzi, et al., 2010). Los ensayos se realizaron por triplicado. Las placas se incubaron
durante 72 hr a 26°C. Después de la incubacion, se afiadié un volumen de 50 pl/pozo de una
solucién de XTT (1 mg/ml) en PBS (pH 7.0 a 37°C) con PMS (0.06 mg/ml) y se incubd durante
3 hr para Leishmania spp. y 4 hr para T. cruzi a 26°C (Williams, et al., 2003). La densidad 6ptica

de cada pozo se obtuvo utilizando un lector de microplacas SYNERGY HT, a una longitud de
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onda test de 450 nm y 650 nm como filtro de referencia. Los valores de concentracién inhibitoria

media (Clso) se calcularon usando el programa GENS5 (Biotek) y se expresaron en pg/ml.

Los controles negativos (blanco) fueron medio de cultivo y como control de viabilidad se

utilizaron los parésitos en ausencia de los productos, cultivados a las mismas condiciones.
4.6. Actividad Citotoxica

La actividad citotoxica de las muestras se determin6 usando el método fluorométrico
resazurina (Borra, Lotufo, Gagioti, Barros, & Andrade, 2009). Se sembraron células HeLa (5x10*
celulas/ml) con aproximadamente 80 % de confluencia celular (100 pl/pocillo) en microplacas de
96 pozos, 24 hr antes de la adicion de muestras y drogas control para permitir la adhesion celular.
Las muestras se prepararon como se describio anteriormente, adicionandose un volumen de 100
ul a diferentes concentraciones (6.2-200 pg/ml). Se incluy6 un blanco de medio de cultivo y
controles de crecimiento y viabilidad celular, los ensayos se realizaron por triplicado. Las placas
se incubaron durante 72 hr a 37°C con 5 % de CO., luego se afiadio 10 pl/pozo de resazurina (2
mM) y se incubaron en las mismas condiciones durante 3 hr. Terminado este tiempo de
incubacion las placas se leyeron en un lector de microplacas Synergy HT con filtro de excitacion
de 540 nm y 590 nm para la emisién. Los valores dosis letal media (DLso) se calcularon usando

el programa GENS y se expresaron en pg/ml.

4.7. Indice de Selectividad (1S)

Los valores del Indice de Selectividad se calcularon como la relacion entre la DLso celular

y los valores de Clso para el parésito (IS = DLsg / Clso).
4.8. Andlisis Estadistico

Los datos se expresan como la media + DE (desviacidn estandar) de tres experimentos

diferentes.

13



Maestria en Ciencias Biologicas y Biomédicas

5. Capitulo 1: Bioprospeccion Tacana

14
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5.1. Antecedentes

5.1.1. Medicina natural y tradicional.

La medicina tradicional como parte de la cultura de un pueblo, “es el conjunto de todos los
conocimientos teoricos y practicos, explicables o no, utilizados para diagnostico, prevencion y
tratamiento de diferentes trastornos, basados en la experiencia y la observacion y transmitidos
verbalmente o por escrito de una generacion a otra, como una experiencia ancestral” (IIDH &
OPS, 2006).

A traves de los siglos, los productos de origen vegetal fueron la base para el tratamiento de
diversas enfermedades y los estudios fitoquimicos de algunas especies condujeron al aislamiento
de muchas drogas (Oliveira de Albuquerque, et al., 2017). Diferentes partes de las plantas se
utilizan experimentalmente para la formacion de extractos, habiéndose hallado diferentes
componentes fitoquimicos como alcaloides, flavonoides, carbohidratos, diterpenos, saponinas,
fenoles y taninos que podrian ser responsables de sus actividades (Tariq, et al., 2016). En las
ultimas tres décadas, el 69 % de las nuevas moléculas para el tratamiento de enfermedades
infecciosas se han derivado o inspirado en productos naturales que han demostrado ser una fuente

valiosa de materia quimica para programas antiinfecciosos (Nagle, et al., 2014).

En Africa, hasta el 80 % de la poblacion utiliza la medicina tradicional como sistema de
atencion primaria. En América Latina, el 71 % de la poblacién chilena y el 40% de la colombiana
utilizan la medicina tradicional. En Japdn, el 60-70 % de los médicos alopaticos prescriben
medicamentos tradicionales para sus pacientes. En China, la medicina tradicional representa
alrededor del 40 % de la asistencia sanitaria y se utiliza para tratar aproximadamente a 200
millones de pacientes por afio. En Australia el 48 % de la poblacion; el 70 % en Canadé; el 42 %
en los EE.UU.; el 38 % en Bélgica; y el 75 % en Francia utilizan alguna forma de la medicina

alternativa complementaria (CAM) principalmente homeopatia y acupuntura (Bussmann, 2013).

Los primeros viajeros al Amazonas se impresionaron por el nimero de plantas medicinales

conocidas por los pueblos nativos. Este hecho fue corroborado a través de inventarios
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etnobotanicos derivados de la metodologia de la encuesta con las farmacopeas tribales,
representando a menudo decenas de especies botanicas con un valor medicinal reputado
(Herndon, et al., 2009).La Amazonia esta constituida por diferentes ambientes, desde bosques
nubosos de altitud hasta manglares, incluyendo bosques inundados de tierras bajas y sabanas.
Abarca nueve paises: Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Guyana Francesa, Guyana, Perd,
Surinam y Venezuela. Cuenta con numerosos grupos étnicos, mas de 60 en Perd, alrededor de 30
en Bolivia y méas de 200 en Brasil. Los habitantes amazonicos influyen notablemente en las
etnofarmacopeas con una base comun en remedios utilizados. La Amazonia tiene
aproximadamente 16,000 especies arbdreas muy extendidas en toda la zona que representan mas
de la mitad de los individuos encontrados. Los fitorremedios tradicionales leishmanicidas son

numerosos y de uso frecuente (Odonne, Houél, Bourdy, & Stien, 2017).

5.1.1.1. Los Tacana.

En Bolivia habitan hasta 35 etnias de pueblos indigenas en las tierras bajas (Ver Figura 1),
entre las que se encuentran los Tacana en el norte amazonico, pueblo de bosque, dispersos entre
los departamentos de Pando, Beni y la mayoria en La Paz, provincia Abel Iturralde, en los
municipios Ixiamas, Tumupasa y San Buenaventura. Estos comparten espacio con el Area
Natural de Manejo Integrado Madidi y el Parque Nacional Madidi (Rivero, 2007; Sandoval
Hurtado, MMAYA, & CIPTA, 2015). La familia linguistica Tacana integra a otros grupos

amazonicos como los Reyesano, Cavinefio Araona y Ese Ejja.

Segun el Consejo Indigena de los Pueblos Tacana (CIPTA) y el Consejo Indigena de
Mujeres Tacana (CIMTA), actualmente, la Tierra Comunitaria de Origen (TCO-1) Tacana
incluye una poblacion de 3,773 habitantes y engloba a 600 familias (54 % hombres y 46 %
mujeres). Alrededor del 92 % de la poblacion menor de 4 afios aprendié a hablar espafiol
directamente y solo la poblacidn de mas de 50 afios aprendié a hablar en su lengua materna. Las
dos principales organizaciones sociales son: el CIPTA, fundada en 1992 con los principales
objetivos de defender, consolidar y tomar medidas para la conservacion de los recursos naturales
que se encuentran en su territorio; y el CIMTA, fundada en 1996 responsable de la supervision de
los asuntos culturales del pueblo Tacana (CIPTA & CIMPTA, 2014). Antes de comenzar nuestro
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trabajo de campo, se firm6 un acuerdo con ambas agrupaciones y se coordiné con la comunidad

de Buena Vista.

Desde la época precolombina los Tacana viven del aprovechamiento del entorno natural.
Uno de los beneficios que obtienen son las bondades medicinales del uso de ciertas hierbas y
arboles. Los Tacana utilizan 161 especies de plantas medicinales representadas por 59 familias de

plantas (Quenevo, Bourdy, & Gimenez, 1999).

La etnoboténica del pueblo Tacana fue parcialmente documentada por Bourdy, et al.,
(2000) donde se recolectaron aproximadamente 450 especies diferentes de plantas y se asociaron
a usos culturales, de las cuales 150 tenian usos medicinales para tratar varias enfermedades como
trastornos gastrointestinales, afecciones de la piel, problemas respiratorios, trastornos
ginecoldgicos, febrifugas, trastornos reumaticos, leishmaniasis y mordeduras de serpientes.

Figura 1: Pueblos indigenas de Bolivia: 35 etnias, en rojo los Tacana (Rojk, 2006)
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Se conocen alrededor de 3,000 especies de plantas medicinales identificadas y verificadas
en los herbarios de Bolivia; sin embargo, aun falta por investigar muchas especies vegetales y
aprender de los nativos, quienes son los poseedores de este conocimiento (Vidaurre de la Riva,
2006).

El conocimiento tradicional sobre las plantas medicinales contiene elementos esenciales
como: sistemas empiricos de clasificacion, reconocimiento de habitats de cada especie y técnicas
tradicionales de cosecha, almacenamiento, preparacion y suministro de estas plantas a la
poblacion (Vidaurre de la Riva, 2006).

La medicina tradicional deberia ser la base para el desarrollo de farmacos, ya que incluye el
conocimiento del valor terapéutico de la flora local (Bussmann, 2013). Hay muy pocos estudios
Ilevados a cabo sobre la purificacion de compuestos de plantas y deberian ser foco de estudio en
el futuro (Tariq, et al., 2016). Debido a la insuficiente eficacia de los farmacos utilizados para
tratar la leishmaniasis, y sobre todo la enfermedad de Chagas, el descubrimiento de nuevas dianas
de quimioterapia sigue siendo la principal alternativa contra estos patdégenos (Vermelho, et al.,
2017).

5.1.2. Enfermedad de Chagas.

Las enfermedades transmitidas por vectores son aquellas enfermedades infecciosas
propagadas por algunos organismos que transportan virus, parasitos y bacterias a humanos.
Representan una alta carga de morbilidad y mortalidad para las personas y comunidades en los
paises mas pobres. Bolivia ocupa el cuarto lugar en Latinoamérica en enfermedades transmitidas
por vectores ordenadas por frecuencia y prevalencia segun la OPS, con ocho de las once
enfermedades entre las que se encuentra la leishmaniasis y la enfermedad de Chagas (OMS,
2017c; OPS & OMS, 2016).

La enfermedad de Chagas o trypanosomiasis americana es causada por el parasito
protozoario Trypanosoma cruzi perteneciente a la familia Trypanosomatidae, esta familia incluye

a varias especies no solo del género Trypanosoma sino también del género Leishmania, entre
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otros. Esta enfermedad tiene caracteristicas principalmente crénicas, con una firme vinculacion
con aspectos sociales, econdmicos y culturales deficitarios, considerandose una enfermedad
desatendida. Trypanosoma cruzi se mantiene en reservorios mamiferos y es transmitido por
insectos hematd6fagos llamados triatominos (Subfamilia Triatominae) que pertenecen a la familia
Reduviidae, cinco especies de triatominos tienen gran importancia epidemioldgica dentro del
ambiente doméstico, siendo el mas importante el Triatoma infestans. (Bello Corassa, Aceijas,
Brito Alves, & Garelick, 2016).

El principal mecanismo de transmision es vectorial, sobre todo en América Latina. Existen
mas de 100 especies de triatominos que transmiten T. cruzi a los humanos; en Bolivia se los
conoce como “vinchucas”. Como consecuencia de la politica publica de control vectorial y el
cribado de sangre, la incidencia y la carga de la enfermedad disminuy6 con el tiempo, sin
embargo, la enfermedad de Chagas sigue siendo la mas frecuente en el continente americano
(Justi & Galvao, 2017; Lardeux, Depickére, Aliaga, Chavez, & Zambrana, 2015; Rodriguez,
Falcone, & Szajnman, 2016).

Otros modos de transmision son congénita, oral (Filigheddu, Gérgolas, & Ramos, 2017),
iatrogénico (transfusion de sangre contaminada o trasplante de 6rganos) (Cucunuba, et al., 2017)

y, menos frecuente, los accidentes de laboratorio.

Aunque la enfermedad fue descrita por primera vez en 1909 por Carlos Chagas, nuestra
comprension de sus patologias, de los factores relacionados con su progresion, la complejidad del
ciclo de vida de los parasitos y las interacciones sistema inmune huésped/paréasito/factores

geneticos sigue siendo limitada (Chatelain, 2017).
5.1.2.1. Clasificacion segun unidades discretas de tipificacion (DTUS).
En 2009 se dividio los aislados de T. cruzi en seis subgrupos o DTUs (Tc I-V1). En la region
del Cono Sur, Tcll, TcV y TcVI son las principales causas de la enfermedad de Chagas. Tcll
predomina en el este y centro de Brasil, TcV en Argentina, Bolivia y Paraguay, y TcVI en el Gran

Chaco (Ver Figura 2) (OMS, 2012a).
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Figura 2: Distribucion geografica de las DTUs de T. cruzi en pacientes humanos (OMS, 2012a)

5.1.2.2. Epidemiologiay distribucion en el mundo.

La enfermedad de Chagas es un importante problema de salud publica en 21 paises de
América Latina, pero se esta extendiendo a otras reas como Europa, Norteamérica, Japon y
Australia debido a la migracion (Ver Figura 3). Alrededor de 8 millones de personas estan
infectadas en todo el mundo con T. cruzi, se estima que 10,000 personas mueren cada afio por las
manifestaciones clinicas de la enfermedad de Chagas y méas de 25 millones estan en riesgo de
infeccion (OMS, 2010). La enfermedad de Chagas es la principal causa de muerte por
enfermedad parasitaria en América Latina y un importante contribuyente a la carga global de
enfermedades cardiovasculares, siendo la principal causa de cardiomiopatia infecciosa en el
mundo con mas de medio millon de afios de vida ajustados a discapacidad (AVAD) (Chatelain,
2017).
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No obstante, las medidas implementadas en los Gltimos afios tuvieron un impacto
importante en la prevalencia e incidencia en Latinoamérica. Entre 2006 y 2010 hubo una
disminucion del 32 % en nuevos casos Yy del 40 % en el nimero de personas en riesgo (Bello, et
al., 2016).
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Figura 3: Distribucion mundial de los casos de infeccién por T. cruzi 2016 (InfoChagas, 2017)
5.1.2.3. Morfologiay ciclo de vida.

Dependiendo del hospedero en que se encuentre, T. cruzi adopta diferentes formas

celulares: epimastigote, tripomastigote y amastigote (Ver Figura 4).

Epimastigote es la forma extracelular y replicativa presente en el intestino del vector.
Tripomastigote es la forma extracelular, no replicativa e infectiva, se encuentra en la sangre de
los mamiferos (tripomastigote sanguineo) y en el intestino posterior de los vectores y en sus
deyecciones (tripomastigote metaciclico). Amastigote es la forma intracelular replicativa que se

encuentran en las células de mamifero (Toso, Vial, & Galanti, 2011).
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Figura 4: Formas celulares de T. cruzi (Toso, et al., 2011)

El triatomino infectado al alimentarse de un huésped vertebrado ingiere sangre y libera
tripomastigotes metaciclicos en sus heces cerca del sitio de la herida, Los tripomastigotes
ingresan al huésped a traves de la herida 0 mucosas intactas como la conjuntiva y son
fagocitados. En la célula hospedera, el tripomastigote sale de la vesicula parasitéfora al
citoplasma, donde se diferencia en amastigote forma replicativa. Los amastigotes se multiplican
por fision binaria y se diferencian en tripomastigotes sanguineos altamente moviles. Los
tripomastigotes sanguineos son liberados al torrente sanguineo donde infectan a otras células de
una variedad de tejidos y se transforman en amastigotes intracelulares en nuevos sitios de
infeccion. Los tripomastigotes sanguineos al ser ingeridos por triatominos se diferencian en el
intestino anterior a epimastigotes replicativos que migran hacia el intestino posterior del insecto.
Cuando alcanzan el recto se diferencian en tripomastigotes metaciclicos, los cuales son
eliminados por las heces de la vinchuca, cerrando el ciclo de vida (Ver Figura 5) (de Souza,
Ulisses de Carvalho, & Santos Barrias, 2010; Gil-Jaramillo, Motta, Favali, Bastos, & Santana,
2016).
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Figura 5: Ciclo de vida de T. cruzi (CDC, 2017)

T. cruzi es usado para evaluar drogas con potencial tripanocida. Los epimastigotes son
faciles de cultivar totalmente in vitro, aunque las evaluaciones en esta forma parasitaria son un
primer tamizaje para ensayos con gran cantidad de plantas, no resolveran la enfermedad y los
resultados no necesariamente seran reproducibles en amastigotes, por lo tanto, son resultados
preliminares y de ninguna manera concluyentes. Los tripomastigotes al estar circulantes en la
sangre requieren evaluaciones biologicas ex vivo utilizando animales de experimentacion. Por su
parte, los amastigotes son la forma mas cercana a la enfermedad, pero las evaluaciones biologicas

en amastigotes requieren de un proceso intracelular moroso y dificil para evaluar muchas plantas.
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5.1.2.4. Fasesy manifestaciones clinicas.

La enfermedad de Chagas tiene dos fases clinicas, fase aguda y fase cronica:

La fase aguda por lo general asintomatica. Con maxima carga parasitaria sanguineay
sintomas variables (chagoma de inoculacion, en un 2 % signo de Romafia, fiebre, dolor de
cabeza, agrandamiento de ganglios linfaticos, dificultad para respirar, dolores musculares,
palidez, nauseas, diarrea 0 vomitos), que disminuyen después de 4 a 8 semanas; el tratamiento
adecuado puede eliminar al paréasito durante esta fase (MSPS, FMC, & ILA, 2013; OMS, 2010;
2017e). EI T. cruzi prolifera activamente en el individuo infectado e invade muchos tipos de
células huésped, activando el sistema inmune con una reduccién de la carga parasitaria y control
de la infeccion. La variabilidad genética del huésped/parasito y las respuestas inmunes variables
son factores que conducen al establecimiento de infecciones crénicas por T. cruzi (Dos-Santos,
Carvalho-Kelly, Dick, & Meyer-Fernandes, 2016)

La fase cronica se puede dividir a su vez en dos etapas:

Asintomatica, silente o indeterminada, en la que se encuentran aproximadamente el 70 % de
los individuos seropositivos, puede durar décadas después de la infeccion. En esta etapa la

infeccion es controlada, pero puede haber progresion de la enfermedad (Chatelain, 2017).

Sintomatica, en la que alrededor del 30 % de los enfermos presentan manifestaciones
cardiacas y hasta un 10 % padecen alteraciones digestivas (tipicamente agrandamiento del
esofago o colon), y los pacientes inmunodeprimidos presentan afecciones neuroldgicas o
combinadas (Ver Figura 6) (MSPS, et al., 2013; OMS, 2010; 2017e).

La enfermedad de Chagas también puede reactivarse si los pacientes en fase crénica estan

inmunocomprometidos como en el caso de co-infeccién con el VIH.

La insuficiencia cardiaca progresiva (70 %) y la muerte subita (30 %) siguen siendo las
principales causas de muerte en estos pacientes (Chatelain, 2017).
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Figura 6: Evolucién de la enfermedad de Chagas. M, mes; Y, afio. (Chatelain, 2017)

5.1.2.5. Diagnastico.

Durante la fase aguda de la enfermedad, se puede detectar tripomastigotes de T. cruzi de
forma directa mediante frotis de sangre fresca o gota gruesa, ensayos de microhematocrito o la
prueba de Strout. En la fase crdnica, el nimero de tripomastigotes circulantes disminuye hasta un
umbral indetectable y el diagndstico requiere como minimo dos pruebas seroldgicas diferentes, lo
que lo convierte logisticamente y financieramente en un desafio. En caso de discordancia, se
deberé realizar una tercera prueba para confirmar o descartar la infeccion, como puede ser la
técnica de Western blot. Estas discordancias pueden deberse a reacciones cruzadas con otros
protozoos hemoflagelados, como Leishmania spp. o Trypanosoma rangeli. Las técnicas mas
empleadas en el diagndstico serolégico son la Inmunofluorescencia Indirecta (IFI),
hemaglutinacion indirecta (HAI) y pruebas de ELISA, siendo esta ultima la con més
especificidad y sensibilidad. También estan los métodos indirectos de deteccion que son
especificos, pero con baja sensibilidad, entre ellos tenemos el xenodiagndstico y el hemocultivo.
Otra alternativa es el uso de métodos moleculares con la técnica de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) (Cucunubd, et al., 2017; Martinez, Cervantes-Landin, & Espinoza, 2013;
Molina, Salvador, & Sdnchez-Montalva, 2016; Palmezano, Plazas, Rivera, & Rueda, 2015;
Rodriguez, et al., 2016).
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5.1.2.6. Tratamiento.

En la actualidad no existen vacunas para prevenir la infeccion de T. cruzi. La quimioterapia
actual se basa en dos drogas nitro-heterociclicas Nifurtimox (Bayer) y Benznidazol (Roche),

introducidas en los afios 60 y 70 respectivamente (Ver Figura 7).
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(N-benzyl-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-yljacetamide)
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1-(5-nitro-2-furyl)methanimine)
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Figura 7: Estructura quimica de Benznidazol y Nifurtimox (Boscardin, et al., 2010)

Ambas drogas eficaces en recién nacidos con alta tolerancia y buena exposicion al farmaco.
En la fase aguda tienen hasta un 80 % de curacién, definida como seroconversién y parasitemia
negativa. Sin embargo, su eficacia disminuye a medida que transcurre el tiempo desde el inicio de
la infeccion, por lo tanto, tratamientos quirdrgicos, fisiopatoldgicos o sintomaticos se convierten
en primordiales para las etapas avanzadas. Aunque todos los pacientes se benefician de mejores
evoluciones clinico-patologicas, no deben administrarse a mujeres embarazadas, ni a personas
con insuficiencia renal o hepética. Nifurtimox también est4 contraindicado en personas con

antecedentes de enfermedades del sistema nervioso o trastornos psiquiatricos (OMS, 2017e).

Tanto Nifurtimox como Benznidazol, presentan tratamientos prolongados (60 dias), escasa
disponibilidad, resistencias y efectos secundarios como vomitos, anorexia, prurito, neuropatia
periférica y dermopatia alérgica, y no son farmacos aprobados por la FDA (Cucunubé, et al.,
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2017). Otros farmacos para Chagas son el Fexinidazol y una combinacién de Benznidazol-
fosravuconazol los cuales se encuentran en estudios clinicos fase 2 (Ver Figura 8) (Field, et al.,
2017; Molina, et al., 2016).

El colorante violeta de genciana es el Unico agente quimioprofilactico disponible para
prevenir la transmision sanguinea de la enfermedad de Chagas, pero da color purpura a la sangre,
mancha la piel y demostro ser carcinogénico en modelos animales (Ver Figura 8) (Rodriguez, et
al., 2016).

Hay poca financiacién para la investigacion y poco progreso en farmacoterapia, métodos de
diagnostico y desarrollo de vacunas (Bello Corassa, et al., 2016). Estos hechos ponen de relieve
la necesidad urgente de mejorar el acceso a los tratamientos actualmente disponibles a corto
plazo, pero también una clara necesidad de medicamentos eficaces y seguros para el futuro
(Chatelain, 2017). El conocimiento creciente de la bioquimica y la fisiologia de T. cruzi ha
conducido a la basqueda de nuevos y validos objetivos para el disefio de farmacos. En general,
las prioridades en la investigacion de la enfermedad de Chagas deben ser: producir nuevos
farmacos que ofrezcan un curso de tratamiento méas corto con menos efectos secundarios y

elaborar formulaciones pediatricas (OMS, 2012a).
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Figura 8: Estructuras quimicas de Fexinidazol, Fosravuconazol y Violeta de Genciana
(Bahia, et al., 2012; OMS, 2013c; Rodriguez, et al., 2016)
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5.2. Resultados y Discusiones

5.2.1. Material vegetal.

Se colectaron 109 especies vegetales que fueron el “universo de trabajo” alrededor de la
comunidad de Buena Vista, departamento de La Paz - Bolivia, bajo la guia del Sr. Alsides Serato,
Sr. Benigno Chao y el Sr. Natalio Marupa, se identificaron las plantas in situ, se documentaron
los usos tradicionales Tacana, formas de preparacion y tratamiento, obteniéndose la siguiente
tabla:

Tabla 2: Clasificacidn de la especies por uso tradicional Tacana

Usos tradicional N° de plantas
Afecciones de la piel 49
Dolor e inflamacion 32
Para la fiebre 12
Problemas digestivos 25
Antiparasitarios 13
Problemas cardiacos 4
Afecciones de los 0jos 9
Problemas renales 10
Problemas respiratorios 9
Otros usos 41

La mayoria de las 109 especies presentan dos 0 mas usos distintos (Ver Anexo 1). No
existen plantas de uso tradicional para la enfermedad de Chagas, esta no es reconocida por los
Tacana debido a que suele ser asintomaética; a diferencia de la leishmaniasis conocida por los

Tacana como espundia, a la cual tratan con ciertas plantas especificas.

5.2.2. Evaluaciones bioldgicas.

Las evaluaciones bioldgicas se basaron en modelos in vitro utilizando parasitos de la
familia Trypanosomatidae: Trypanosoma cruzi y Leishmania spp., debido a que ambos cohabitan

y causan enfermedades endémicas en Bolivia.
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Los resultados de este capitulo se dividieron en 3 fases: La primera fase corresponde a
evaluaciones biologicas in vitro de 202 extractos crudos obtenidos por maceracion etandlica de
las 109 especies vegetales, los cuales fueron enfrentados contra epimastigotes de Trypanosoma
cruzi (T. cruzi) y promastigotes de Leishmania (Leishmania) amazonensis (Lma) y L. (Viannia)
braziliensis (M2904) como primer tamizaje; lo que permitio diferenciar entre extractos activos e

inactivos.

En la segunda fase, se realizaron evaluaciones bioldgicas in vitro de 15 especies
seleccionadas como activas contra un nimero méas amplio de parasitos: epimastigotes de T. cruzi
y promastigotes de Leishmania, L. (L.) amazonensis (Lma), L. (L.) aethiopica (L.ae), dos cepas
de L. (V.) braziliensis (M2904 y L.bG, cepa nativa) y L. (V.) lainsoni (L.lan, cepa nativa); para
definir el espectro de accion de estas especies.

La tercera fase se centr6 en el estudio biodirigido de 13 especies seleccionadas, que fueron
evaluadas en una primera instancia contra 3 cepas T. cruzi, Lma, y M2904; posteriormente las
fracciones con mayor actividad y rendimiento pasaron a evaluaciones contra todos los parasitos y
células HeLa como indicador de citotoxicidad y se calculo el indice de Selectividad (1S);

diferenciando entre antiparasitarios y citotdxicos.

5.2.2.1. Primera fase: seleccidn de las especies activas.

Los resultados para las drogas control obtenidos en este trabajo se presentan en la Tabla 3y
son comparables con los reportados por otros autores. Para T. cruzi se utilizd Nifurtimox (Luna,
et al., 2009) y Benznidazol (Moreira, et al., 2013), y para Leishmania spp. Anfotericina B
(Antinarelli, Pinto, Scio, & Coimbra, 2015) y Miltefosina (Sindermann, et al., 2004). Los
resultados se expresaron como Concentracion Inhibitoria media (Clse), concentracion a la cual
ocurre el 50 % de muerte parasitaria. En este modelo los Alcaloides Totales de Corteza (CAT) de
Galipea longiflora (Evanta) y la 2-fenilquinolina (2FQ) alcaloide mayoritario de la misma,
representan productos naturales considerados como activos, en base a los valores de Clso para
estos controles naturales los resultados de los extractos evaluados se clasificaron en dos grupos:

Activos con una Clsp<50 pg/ml e Inactivos con una Clse>50 pg/ml.
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Tabla 3: Valores de Clso para drogas control

T. cruzi Lma M2904

Clso [ug/mi]
Nifurtimox 1.84+0.2 ND ND
Benznidazol 10.5+2.5 ND ND
Anfotericina B ND 0.2+0.06 0.15+0.03
Miltefosina ND 10.0+2.4 6.7+1.8
CAT 19.3+3.1 20.1+2.5 18.6+2.2
2FQ 25.6£5.7 23.745.9 26.6+8.8

ND = No Determinado

Se realizaron las evaluaciones biologicas in vitro de los 202 extractos crudos de diferentes
organos de las 109 especies vegetales frente a epimastigotes de T. cruzi y promastigotes de Lma
y M2904 (Ver Anexol).

En la Figura 9, se presentan los resultados obtenidos en esta fase de evaluacion, donde se
puede observar que un elevado porcentaje de los extractos crudos fueron inactivos, teniendo asi
91.6 % de inactivos para T. cruzi (185/202 extractos) y entre 78.2-87.1 % para Leishmania spp.
(158-176/202 extractos).

100.0% 91.6%
90.0% 87.1%
78.2%
80.0%
70.0%
60.0%
50.0%
40.0%
30.0% 21.8%
20.0% 12.9%
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Lma M2904 T. cruzi

M Activas C150<50ug/ml  ® Inactivas CI150>50ug/ml

Figura 9: Resultados obtenidos de las evaluaciones bioldgicas in vitro de los 202 extractos

crudos en la fase 1, frente a Lma, M2904 y T. cruzi, segun la Clso expresados en porcentaje (%).
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El porcentaje de activas para T. cruzi representa un maximo de 14 especies vegetales que
corresponden a 17 extractos crudos (Ver Anexo 2), para Lma 22 especies vegetales (26 extractos
crudos) (Ver Anexo 3), y para M2904 un total de 35 especies vegetales activas (44 extractos
crudos) (Ver Anexo 4). Al igual que lo reportado por otros autores en este trabajo se observo un
comportamiento heterogéneo tanto de las drogas control (Fabri, et al., 2012; Tempone, Martins
de Oliveira, & Berlinck, 2011; de Morais-Teixeira, Souza, Kolos, Romanha, & Rabello, 2011),
como de las especies vegetales (Braga, et al., 2007) frente a los tres parasitos; siendo M2904 la

cepa mas sensible lo cual fue corroborado también por Antinarelli, et al. (2015).

En total se obtuvo 36 especies vegetales con actividad frente a todos o alguno de los tres
parasitos, y fueron divididas en 4 grupos: el Grupo 1, contiene 12 especies vegetales que fueron
activas contra los tres parasitos; el Grupo 2, contiene 1 especie vegetal que fue activa contra dos
parasitos (T. cruzi y M2904); el Grupo 3, contiene 9 especies vegetales que presentaron actividad
contra las dos cepas de Leishmania spp.; y el Grupo 4, contiene 14 especies vegetales activas solo

contra un parasito en su mayoria M2904 (Ver Tabla 4).

Tabla 4: Actividad bioldgica in vitro de las especies vegetales activas

Nombre T. cruzi Lma M2904

Ne Tacana Nombre Cientifico  Org. Ev. Clso pg/mi
Grupo 1: Especies vegetales activas contra los 3 parasitos

8 Aqui djawa Lantana cf. Trifolia H 22.1+2.3 179405 23.2+1.38
15 Bacua etse Scoparia dulcis H, F 40.8t4.0 239+4.1 25.1+1.2
42 Djipicu Bocageopsis sp. H 28.3+t0.4 37.9+6.2 19.1+2.3
46 Ejije bid'u Pendiente H 12.4+05 17.8+04 13.3#4.1
58 Id'ene eidhue Hyptis brevipes H 14.6£3.2 13.1£1.0 5.3x04
63 Japauro Thalia geniculata Ra 29.0#5.1 295451 17.6+0.8
73  Muesumoina  Eryngium foetidum H T 33.149.0 11.7+0.01 37.6%4.6
81 Panu Salacia impressifolia Ra 35.5£11.9 21.6+1.6 9.3+0.2
84 Quid'i juno Iresine diffusa 34.249.9 37.3+14 29.4+25
g b?ﬁﬁ;;'dha Priva lappulacea 16.0¢1.4 154430 13.9+3.0

22.5+6.8 29.7¥1.1 9.8+0.8
38.5+24 17.6+1.8 43.5+0.3

98  Tapachaina Hyptis mutabilis
100  Teini tumati Physalis angulata

mI| I I
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Continuacién Tabla 4

Grupo 2: Especies vegetales activas contra 2 parasitos

12 Aranaaqui  Schefflera morototoni H 50.0+13.9 >50 43.7+16.2
Grupo 3: Especies vegetales activas contra 2 cepas de Leishmania
18 Bacua tidja Heliotropium HT S50 286467 21.1+17
indicum

34 Cheperequi Jacaranda glabra C >50 29.8£3.6 17.4+2.7
37  Cuatro cantos Pluchea sagittalis P >50 37.9+2.9 33.7+11.6
68 Kuabadhu Cedrela sp. C >50 36.8£2.8 18.2£15
69 Kuatsui Erythrina sp. C >50 28.6£3.8 30.5t7.9
75 Nahuarau Ocimum micranthum Ra >50 28.8£8.7 125£15
79 Nuriri jaja Abuta grandifolia H >50 38.3+4.2 31.1+13.1
93 Stite midja Ficus coerulescens R >50 34.0£1.6 23.6+3.8
101 Toronjil Lippia alba Ra >50 18.9+5.7 13.8+2.1

Grupo 4: Especies vegetales activas contra 1 parésito

6 Aqui baba Himatanthus sucuuba H >50 >50 26.2+16.3
4 PES Adiartum cf. H,R,Ra  >50 550 25.0+2.2
21 Bechu ina Talinum paniculatum H >50 >50 41.5+7.1
26 Buinapaqui ~ Guarea macrophylla C >50 >50 38.4+1.7
28 Cawuara Tessaria integrifolia H >50 >50 31.6+10.2
35 Chiwuama  Phytolacca rivinoides H, E >50 >50 41.2+0.1
37  Cuatro cantos Pluchea sagittalis H 40.815.4 >50 >50
48 Etid'equi Vitex cymosa R >50 >50 39.0+30.6
54 Huacanqui Asemeia acuminata H >50 >50 46.2+0.5
57 Huirahuira ~ Schytarpheta Ra 550 282430 50

cayennensis

60 Ina Paque Senna hirsuta T >50 >50 48.3+7.7
77 N?él.]eggru Amaranthus spinosus Ra >50 >50 31.7+12.6
92  Siringuero ina Vitex sp. H >50 >50 14.8+2.4
97 Tanuri nuri Chamaesyce hirta T,R >50 >50 38.9+4.1
107 U(ijc:]r?irrligw Tabebuia serratifolia T >50 >50 45.6+38.8

Nota: C: Corteza; E: Espinas; F: Frutos; H: Hojas; Org. Ev.: Organo Evaluado; P: Polen; R:
Ramas; Ra: Raiz; T: Tallo

Del total de 109 plantas se tuvo un maximo de 33 % de activas (36 especies). Sin embargo,

si nos guiamos por la informacion etnobotanica y tomamos solo las especies con uso tradicional
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Tacana relacionado a la leishmaniasis, ya sean especies usadas como antiinflamatorias o algunas
utilizadas para afecciones de la piel, tenemos hasta 44 especies con uso relacionado (Ver Anexo
5) de las cuales 18 presentan actividad para Lma, M2904 o ambas, representando el 40.9 %,
ademas 8 de estas presentaron también actividad contra T. cruzi (18.2 %). Dentro de estas 44
especies si nos centramos en 4 que tienen uso especifico para la leishmaniasis, 3 de ellas
muestran alguna actividad bioldgica in vitro lo que representa el 75 % (Ver Tabla 5), Cawuara
(Tesaria integrifolia) que pertenece al Grupo 4, Cheperequi (Jacaranda glabra) que pertenece al
Grupo 3, y Tapacha ina (Hyptis mutabilis) que pertenece al Grupo 1, esta Gltima también fue
activa para T. cruzi. Esto indica que la informacion etnobotanica es importante para guiar el
andlisis hacia blancos certeros como alternativas de tratamiento, el uso tradicional es una buena

herramienta para tener compuestos antiparasitarios.

Tabla 5: Especies vegetales utilizadas para la leishmaniasis por los Tacana

No  Nombre Nombre Uso Tacana Org. Lma M2904 T.cruzi
Tacana Cientifico Ev. Clso pg/ml
Tessaria Picadura de raya 'y 31.6
28 Cawuara integrifolia leishmaniasis. H >50 +10.2 >50
Antiparasitario, dolor de
. Jacaranda . e 298 174
34 Cheperequi glabra estdbmago, sarna, rasquifia, C 136 427 >50

leishmaniasis y carachas.
Porophyllum  Hongos, granos de la cara 'y

45 Ebusaina ruderale leishmaniasis (ulceras). R >50 >50 >50
. Infeccion urinaria, prostata,

Tapacha Hyptis ) o 29.7 9.8 22.5

98 ina mutabilis caracha, leishmaniasis, H +11 +0.8 +6.8

vomitos, diarrea y arrebato.

5.2.2.2. Segunda fase: espectro de accion de especies seleccionadas.

A diferencia de la enfermedad de Chagas que es causada por T. cruzi, existen diversos
parasitos de Leishmania spp. que son patdgenos para los humanos, por lo que en esta fase las
especies activas seleccionadas fueron evaluadas frente a epimastigotes de T. cruzi y cinco cepas de

promastigotes de Leishmania (Lma, L.ae, M2904, L.bG y L.lan) para ver el espectro de accién.
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Un total de 15 especies activas fueron elegidas, dando prioridad a las especies del Grupo 1,
de las cuales pasaron a esta fase 11/12 especies vegetales, de R’i baba (Priva lappulacea) se
contaba con poco material vegetal por lo que no entro a esta fase. De Arana aqui (Schefflera
morototoni) del Grupo 2 tampoco hubo material suficiente para continuar los estudios en esta
fase. Del Grupo 3, se eligieron 3 especies vegetales con uso tradicional Tacana relacionado a la
leishmaniasis. Se incluy6 también a Cawuara (Tessaria integrifolia) del Grupo 4 por presentar

uso tradicional especifico como leishmanicida (Ver Tabla 6).

Debido al comportamiento heterogéneo entre cepas mencionado antes, se utiliz6 como una
herramienta para facilitar el analisis en este estudio el promedio de los valores de Clsg de todos
los parasitos la cual denominamos Media Anti-Parasitaria (MAP), esto para las especies vegetales
del Grupo 1. Para las especies vegetales del Grupo 3 y 4 se calculé una Media Leishmanicida
(ML), valor promedio de las Clso entre las cepas de Leishmania spp. (Ver Tabla 6).

Tabla 6: Actividad biologica de especies seleccionadas frente a todos los parasitos

T.
R Nombre Nombre Org. . Lma L. ae M2904 L.bG L. lan MAP/
N s cruzi
Tacana Cientifico Ev. ML
Clso pg/ml
- Lantana cf. 22.1 17.9 175 23.2 20.2 18.9
8 Aquidiawa ol H 3 05 08 +18 =204 01 290
Scoparia 40.8 23.9 19.1 25.1 13.8 27.9
15 Bacuaetse  “yhs PP u40 w41 r04  #12 433 ig4 2O
Tessaria 48.0 31.6 39.0 34.8
28 Cawuara  oenvifolia 0 %0 >0 434 4148 05 07 407
. Jacaranda 29.8 454 17.4 22.4 27.5
34 Cheperequi =\ hra C >0 136 +46 27 04 +160 °O°
- Bocageopsis 28.3 37.9 314 19.1 21.9 16.6
42 Dyipicu sp. H 104 462 +28 23 401 72 209
e L . 12.4 17.8 18.5 13.3 19.5 114
46 Ejijebidu  Pendiente  H )5 54 108  #41  +17 20 19
58 Id'ene Hyptis H 14.6 131 12.3 5.3 10.9 15.2 11.9
eidhue brevipes 3.2 +1.0 +15 0.4 +0.1 7.3 '
Thalia 29.0 29.5 20.9 17.6 24.7 26.6
63 Japauro  oiculata R 51 51 +16  +08  +14 01 2
36.8 18.2 22.7
68  Kuabadhu Cedrela sp. C >50 128 >50 115 +1.9 >50 >35.5
73 Mue sumo Eryngium HT 33.1 11.7 39.5 37.6 21.3 22.2 276
ina foetidum ’ 9.0 +0.01 +1.1 4.6 +0.2 4.0 '
. Abuta 38.3 21.9 311 214 195
79 Nunrjaia o ongitoia 0 7 w42 104 #1311 +02 10 204
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Continuacion Tabla 6

Salacia 355 21.6 9.3 46.3

81 Panu impressifolia Ra +11.9 +1.6 >50 0.2 +0.8 >50 >35.5

N Iresine 34.2 37.3 394 294 40.6 26.0
84 Quidijuno diffusa H 199 +14 05 25 +15 38 4O
98 Tapacha Hyptis H 22.5 29.7 154 9.8 21.7 27.4 211
ina mutabilis +6.8 +1.1 +2.3 +0.8 +0.9 +7.1 '
100 Teini Physalis F 38.5 17.6 41.8 435 414 30.4 355
tumati angulata 2.4 +1.8 +1.2 +0.3 +2.1 +0.1 '

e . 1.8

Nifurtimox +0.2 ND ND ND ND ND

Benznidazol 122 ND ND ND ND ND

19.3 20.1 17.3 18.6 18.0 17.3
CAT ¥31 25 #10 +22 21 09 184

25.6 23.7 25.4 26.6 219 25.4
2FQ 457 459 +107 +88 +101 477 48

. . 10.0 25 6.7 11.3 4.0

Miltefosina ND o4 201 #18 17 +06

Anfotericina B ND 0.2 0.1 0.15 0.06 0.1

+0.1 +0.1 +0.03 +0.01 +0.06

ND = No determinado

El MAP calculado para los controles naturales dio un valor de 18.4 para CAT y 24.8 para la
2FQ, razon por la que se clasific a su vez las especies activas en 2 categorias: Muy activas con
una MAP/ML<25 pg/ml y Moderadamente activas con una 25<MAP/ML<50 pg/ml

La mayoria de las 15 especies vegetales mostraron una actividad de amplio espectro de
accion, con excepcion de  Kuabadhu (Cedrela sp.) y Panu (Salacia impressifolia) que fueron
inactivas para L.ae y L.lan. Ademas, 5 especies fueron muy activas Aqui djawa (Lantana cf.
trifolia), Ejije bid’u (Familia: Euphorbiaceae), Id’ene eidhue (Hyptis brevipes), Japauro (Thalia
geniculata) y Tapacha ina (H. mutabilis); y 10 moderadamente activas Bacua etse (Scoparia
dulcis), Cawuara (T. integrifolia), Cheperequi (J. glabra), Djipicu (Bocageopsis sp.), Kuabadhu
(Cedrela sp.), Mue sumo id’ene (Eryngium foetidum), Nuriri jaja (Abuta grandifolia), Panu

(Salacia impressifolia), Quid’i juno (Iresine diffusa), y Teini tumati (Physalis angulata).
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5.2.2.3. Tercera fase: quimica biodirigida.

En esta fase 13 especies se sometieron a cromatografia en columna en gel de silice, eluida
con una mezcla de disolventes de polaridad creciente desde hexano hasta acetato de etilo con
metanol (10 %). En esta parte del trabajo se evaluaron la mayoria de las fracciones
principalmente frente a las cepas T. cruzi, Lmay M2904 para seleccionar las mas activas (Ver
Anexo 6). La F1 dio siempre el menor rendimiento y fue insuficiente para las evaluaciones
bioldgicas. La F2 de 6 extractos también fue insuficiente para las evaluaciones. Por su parte, las
fracciones F3 y F4 proporcionaron los rendimientos mas altos. En general la fraccion mas activa
fue la F3, esta fue eluida de la columna principalmente con acetato de etilo, a excepcién de Hojas
y frutos de Bacua etse (S. dulcis) y las hojas de Ejije bid’u, para las cuales la fraccion F4 presento
una leve mejor Clso que F3 (Ver Anexo 6). La F3 al ser la con mayor rendimiento y actividad
paso a evaluaciones de amplio espectro y pruebas de citotoxicidad contra células HeLa (células
de cancer cérvico-uterino), y fue comparada con el extracto crudo al cual también se le realizé
pruebas de citotoxicidad, con el propésito de calcular el indice de Selectividad (IS) y distinguir
entre un antiparasitario y un citotoxico. A esta fase entraron solo los extractos crudos de Id’ene
eidhue (H. brevipes) y Tapacha ina (H. mutabilis) debido a que son foco de otro estudio
especifico.

Diferentes autores han expresado diversos criterios para definir la actividad antiparasitaria
selectiva, por ejemplo, para productos naturales de acuerdo con Tempone, et al. (2011) el indice
de Selectividad (IS) debe ser >1, mientras que para Joshi, et al. (2016) debe ser 1S>3. Por otro
lado, los investigadores que trabajan con derivados sintéticos sugieren I1S>6 como buenos
criterios (Leal, et al., 2013). El control de citotoxicidad para las células HeLa en este estudio fue
la Miltefosina, compuesto puro anticancerigeno que causa apoptosis a nivel del DNA (Griewank,
Gazeau, Eichhorn, & von Stebut, 2010), con una Dosis Letal media (DLso) de 18.1+7.0 pg/ml y
un IS para L.bG la cepa mas sensible de 1.6; la Miltefosina fue probada en Bolivia como
leishmanicida de uso oral con buenos resultados sin causar efectos adversos importantes (Soto, et
al., 2008). Por su parte, nuestro control natural CAT muestra 1S>2, y lo consideramos como un

buen indicador de actividad antiparasitaria selectiva para extractos crudos (Ver Tabla 7).

37



Maestria en Ciencias Biologicas y Biomédicas

Tabla 7: Valores de Clso e IS del extracto crudo y la F3 de especies en estudio en la tercera fase. Clso [ug/ml]

N° Nombre Nombre Org. T. cruzi Lma L. ae M2904 L. bG L. lan HelLa
Tacana Cientifico Ev. Clsy, IS Clss IS Clsy IS Clsgs IS Cls IS Clsy, IS DLs
Extractos crudos

Id'ene Hyptis 14.6 13.1 12.3 5.3 10.9 15.2 17.3

58 eidhue brevipes HoCr 3.2 1.2 +1.0 13 +1.5 14 +0.4 3.3 0.1 16 +7.3 11 2.3

Tapacha Hyptis 225 29.7 15.4 9.8 21.7 27.4 64.5

98 ina mutabitis 0 ©" 168 29 111 22 o3 42 8 86 o9 30 g1 24 oy
Extractos crudos fraccionados

22.1 17.9 17.5 23.2 20.2 18.9 87.5

o A Lantanacf Crop3 40 io5 49 iog 0 i 38 o4 43 L0140 465

djawa trifolia 20.8 135 24.6 4.3 8.4 20.4

B 1o 10 >0 e 0 g 08 0 4T 22 2% 5o

40.8 23.9 19.1 25.1 13.8 27.9 72.7

5 Baumee  Scoparia  Ho T oxa0 M0 xan S0 w04 5% w1p 2% a3z 5% aga 20 a4

dulcis F g 205 ,, 204 ., 158 .o 254 o 82 - 190 ,, 452

+0.3 “°  +40 : 08 - +4.5 C 120 : +0.7 41,0

48.0 31.6 39.0 34.8 119.3

28 Comuara | TESEME Cr >50 >50 +34 2% suug 3% o5 31 407 34 oug

integrifolia F3 25.2 57 22.5 30 23.4 29 9.7 70 19.7 35 241 28 68.0

+08 ' +14 : +09 “~ +1.3 Y401 : +5.0 © 451

20.8 45.4 174 11. 224 275 192.0

24 Cheoereq | J2CATANGR. Cr >50 +36 0% w6 4% w27 1 x04 %% 460 70 40

pered glabra 3 550 221 . 125 ,o 56 o 62 ., 69 ,, 321

+3.0 : +09 “~ +0.6 © 0.2 : +2.3 R |

28.3 379 314 19.1 21.9 16.6 26.1

42 Diivicu Bocageopsis H cr 0.4 0.9 6.2 0.7 +2.8 0.8 +2.3 14 0.1 1.2 +7.2 16 +4.0

Jp sp. s 199 ., 188 ., 169 ,, 94 . 108 18 73 ,, 198

+0.8 T 425 ' +17 +1.2 T 402 ' +2.9 ' 105

12.4 17.8 18.5 133 10. 195 114 11. 1327

46 Eiiiebidu  Pendiente  H Crotos 107 o4 75 o8 72 141 0o <17 8 +20 7 +30.7

I ;s 87 o 125 ., 167 o 102 14 112 .. 112 13 1523

+0.5 ~ 446 C o431 7 +2.8 9 12 ' +0.2 6 +48.4
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Continuacion Tabla 7

29.0 295 20.9 176 247 26.6 54.0
63 Jaoauro Thalia R ¢ 51 10 451 18 s 260 pg 31 g4 220 4on 200 )
P geniculata a _, 180 Lo 127 ., 105 .o 101 Lo 146 . 119 ., 395
+10 >V +17 %t 114 °° +03 Y 133 : +1.0 °° 65
Cr 50 368 15 550 182 57 227 5,9 550 66.5
+2.8 +1.5 +1.2 +7.5

68 Kuabadhu Cedrelasp. C
;5 86 ., 83 L, 77 . 52 o 62 . 72, 98
+27 Tt o402 T4 109 O 408 Y 402 : +1.0 7 26
33.1 117 395 376 213 222 55.2
5 Muesimo  Eyngium  H, <7 s90 M osom 4T w11 Mowe M0 w02 2% w40 20 w2
ina foetidum T 21.9 36.3 19.8 23.7 10.7 14.8 38.3
B 71 Y 43 M1 o 19 434 16 Lgp 36 33 26
38.3 21.9 311 214 195 16.7
o Nwiiima | AbuE Cr >50 w42 9% o4 08 g3p 05 oo 08 g0 09 5y
148 grandifolia ;3 270 o, 149 o 79 . 109 . 63 ¢ 56 ,, 119
206 % 434 U° 401 7 s09 Tt x005 T +0.7 7 416
355 216 9.3 463 39.7
8l panu salacia R 7 o 11 g 18 230 102 43 408 09 %0 +4.7
impressifolia  a 3.7 4.8 4.7 3.4 4.4 54 19.2
B 00 %2 41 49 46 M w09 ST 48 M 09 36 43
342 37.3 304 204 406 26.0 50.7
g Quidi Iresine Cros99 15 44 1 o5 13 5 17 45 13 438 20 454
juno diffusa 5.0 179 16.9 128 147 15.6 337
B 07 87 o7 19 o9 20 1p1 26 59 23 o3 22 435
385 176 418 435 41.4 30.4 195
FoCroog 05 g 11 495 05 453 04 55 05 51 06 )
Teini Physalis 41.3 154.5
100 tumati angulata H Cr >%0 >50 >50 0.4 3.7 >5%0 >50 +37.5
128 16.9 152 9.3 135 105 43.0
3 loe 34 10 2° o9 28 45 46 o7 32 s Ao
o 18 241
Nifurtimox +0.2 134 ND ND ND ND ND +9.9

. 105 >9.

Benznidazol se 5 ND ND ND ND ND >100
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Continuacion Tabla 7

BB M 2w 8w T 8
2-Fenil quinolina igg 3.3 ig; 35 224 33 ig:g 31 2% 38 ig:‘; 3.3 4_?236.71
Miltefosina ND ig:g 18 126.51 7.2 161'_78 27 ﬂ? 16 :d.()6 45 g:(l)
Anfoteicina B ND w1 5 01 0 008 3 w01 583 006 30 a7

ND = No determinado; Clso [ug/ml]

Nota: Cr: Extracto crudo; F3: Fraccion 3
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Bajo los criterios antes mencionados, analizando los extractos crudos se obtuvieron 8

antiparasitarios selectivos con uso Tacana relacionado a la leishmaniasis: Aqui djawa (L. cf.

trifolia), Bacua etse (S. dulcis) que presento toxicidad para T. cruzi, Cawuara (T. integrifolia) que

fue inactivo para Lmay T. cruzi, Cheperequi (J. glabra), Ejije bid’u, Japauro (T. geniculata) con

toxicidad para T. cruzi y Lma, Mue sumo ina (E. foetidum) con toxicidad para tres parasitos T.

cruzi, L.ae y M2904, y Tapacha ina (H. mutabilis). El extracto de corteza de Cheperequi (J.

glabra) junto con el extracto de hojas de Ejije bid’u mostraron los mejores valores de IS,

seguidos por Aqui djawa (L. cf. trifolia) (Ver Tabla 8).

De igual forma, en base a los extractos crudos se obtuvieron 7 citotdxicos: Djipicu

(Bocageopsis sp.), Id’ene eidhue (H. brevipes) que no presenta uso relacionado a la

leishmaniasis, Kuabadhu (Cedrela sp.), Nuriri jaja (A. grandifolia), Panu (S. impressifolia),

Quid’i juno (I. diffusa), y Teini tumati (P. angulata) (Ver Tabla 8).

Tabla 8: Especies antiparasitarias y citotoxicas, segun el IS del extracto crudo

Antiparasitarios Citotoxicos
Nombre Nombre Uso Tacana Nombre Nombre Uso Tacana
Tacana Cientifico Tacana Cientifico
Aqui Lantana cf. Afef:mones de la . Bocageopsis  Afecciones de la
A 1 piel, dolor e Djipicu .
djawa trifolia ; - sp. piel.
inflamacion.
Bacua etse Scoparia . Dol_gr ¢ Ipl ene Hyptis Antiparasitario.
dulcis inflamacién, otros. eidhue brevipes
Tessaria ' o Antlparasnarlo,
Cawuara . ) Leishmaniasis Kuabadhu Cedrelasp. afecciones de la
integrifolia .
piel, otros
Antiparasitario, Problemas
Chepereaui Jacaranda problemas Nuriri iaia Abuta digestivos,
pereq glabra digestivos, 13 grandifolia  afecciones de la
leishmaniasis. piel.
Dolor e
Dolor e . g
e . inflamacion Salacia inflamacion,
Ejije bid'u Pendiente X ’ Panu . e L Problemas
afecciones de la impressifolia . .
: respiratorios,
piel.
otros.
Thalia Problemas Quid'i Iresine Afecciones de la
Japauro . Lo < . .
geniculata digestivos, juno diffusa piel.
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afecciones de la

piel, otros.
Mue sumo  Eryngium Prob!emas Teini Physalis F_|ebre,
i . cardiacos, . afecciones de la
ina foetidum . . tumati angulata .
afecciones de la piel piel, otros.
Problemas renales,
Tapacha Hyptis digestivos,
ina mutabilis leishmaniasis,

fiebre, otros.

De Teini tumati (P. angulata) no se pudo continuar el estudio con los frutos que fueron
activos, debido a dificultades de colecta puesto que estos no estan disponibles todo el afio, el
drgano que paso a esta fase fue las hojas que presentd un extracto crudo inactivo.

A continuacion, en la Tabla 8 se listan las especies antiparasitaras y citotoxicas:

Después del fraccionamiento la F3 de Ejije bid’u mejor6 el IS con un factor de 1.6 veces
para T. cruzi y un factor de 2.0 veces para L.bG, con valores de Clsp alrededor de 10 pg/ml,

convirtiéndose en el extracto y fraccion antiparasitarios mas prometedores (Ver Tabla 9).

Ademas 5 especies dieron valores de Clsg alrededor de 10 pg/ml cuando se fraccionaron,
Djipicu (Bocageopsis sp.) mejoro sus valores de Clsg para T. cruzi con un factor de 1.4 veces,
pero mantuvo sus valores bajos de IS; para L.lan hubo una mejora tanto en la Clsg con un factor
de 2.3 veces, como en el IS que dio un valor de 1.6 para el extracto crudo y de 2.7 para la F3. La
F3 de Nuriri jaja (A. grandifolia) mejoro su Clso en un factor de 1.9 veces para T. cruzi,
inicialmente tenia un extracto crudo inactivo, pese a esta mejora dio un IS = 0.4; por su parte
mejoro para L.lan en un factor de 3.5 al igual que sus valores de IS de 0.9 para el crudo a 2.1 para
la F3. Ambas especies presentaron extractos crudos citotoxicos que al ser purificados
mantuvieron la citotoxicidad, por lo tanto, la mejora depende de la sensibilidad de cada cepa.
Panu (S. impressifolia) fue la especie vegetal con la mas grande mejora después del
fraccionamiento con valores de Clso por debajo de 5 pg/ml, lo cual representa un factor de 9.6
veces para T. cruzi, y hasta 10.6 veces de mejora para L.ae, de igual forma sus IS mejoraron con
valores alrededor de 4 para todos los parasitos lo que la convierte en una fraccion antiparasitaria
muy activa de amplio espectro prometedora que proviene de un extracto crudo citotoxico con

moderada actividad. Para Cheperequi (J. glabra) y Kuabadhu (Cedrela sp.), se observé que
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después del fraccionamiento los valores de Clso mejoraron en un factor de 4.0 y 6.9 veces para
L.lan respectivamente, pero los valores de IS disminuyeron, mostrando que durante la
purificacion la actividad bioldgica aumenta junto con la citotoxicidad; en el caso de Cheperequi
(J. glabra) sus IS se mantienen por encima de 2, por lo que sigue siendo un buen leishmanicida,
lo contrario para Kuabadhu (Cedrela sp.) cuyo extracto crudo tienen un mejor comportamiento

que su fraccion (Ver Tabla 7).

Se incluyeron también entre los mejores resultados las fracciones de Aqui djawa (L. cf.
trifolia), Bacua etse (S. dulcis), Cawuara (T. integrifolia), Japauro (T. geniculata), Mue sumo ina
(E. foetidum), Quid’i juno (I. diffusa) y Teini tumati (P. angulata), todos mejoraron su Clso
tomando en cuenta a la cepa con las mayores mejoras en un factor de 4.7 veces para L.bG; 2.0
veces para T. cruzi; 3.3 veces para M2904; 2.3 veces para Lma; 2.0 veces para L.ae; 6.8 veces
para T. cruzi; y 4.8 veces para L.lan, respectivamente. Las 7 especies vegetales también

mejoraron sus valores de IS (Ver Tabla 7).
Las especies promisorias tanto para T. cruzi como para Leishmania spp. que después de ser
fraccionadas mejoran su actividad e IS en relacién al extracto crudo se listan a continuacién en la

Tabla 9.

Tabla 9: Especies promisorias resultado de la quimica biodirigida

Antiparasitarios

Nombre Tacana  Nombre Cientifico Nombre Tacana Nombre Cientifico

Bacua etse Scoparia dulcis Japauro Thalia geniculata
Cawuara Tessaria integrifolia Panu Salacia impressifolia

Cheperequi Jacaranda glabra Quid'i juno Iresine diffusa
Ejije bid'u Pendiente Teini tumati Physalis angulata

Finalmente, de las 13 especies vegetales que fueron purificadas se realiz6 una busqueda
bibliografica exhaustiva, citando cuando se encontré actividad leishmanicida o tripanocida

reportada por otros autores.
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Especies antiparasitarias:

Aqui djawa (Lantana cf. trifolia): los Tacana utilizan la corteza y las hojas para los
vomitos, pasmos y dolor de cadera. Es utilizada como remedio herbal en Uganda para tratar
problemas respiratorios como tos o resfrios y para diarreas (Nalubega, Nyanzi, Nakavuma, &
Kamatenesi-Mugisha, 2013), y para Malaria por la gente de Haya en Tanzania (Moshi, Otieno,
Mbabazi, & Weisheit, 2009). La composiciéon fitoquimica de L. cf. trifolia presenta varios
compuestos entre los que podemos encontrar flavonas, fenilpropanoides, acidos hidrobenzoicos y
acidos hidroxicindmicos (Julido, et al., 2010). En las hojas se reportd flavonoides y compuestos
fenolicos (Imbenzi, He, Yan, Osoro, & Cheplogoi, 2014). Se inform0 leve toxicidad del extracto
etanolico de las partes aéreas contra artemia (Moshi, et al., 2010). Fue reportada actividad
antiinflamatoria y analgésica (Uzcategui, et al., 2004); antibacteriana (Cos, et al., 2002; Ocheng,
et al., 2014); antifungica (Cos, et al., 2002); y antioxidante (Imbenzi, et al., 2014). Estos son los
primeros reportes de actividad tanto tripanocida como leishmanicida. En este estudio los valores
de Clso para el extracto crudo de hojas oscilan entre 17.5+0.8 y 23.2+1.8 pg/ml; con una DLso de
87.546.5 pug/ml; y valores de IS entre 3.8 y 5.0. Los valores de Clso para la F3 varian desde
4.3+2.0 hasta >50 pg/ml, con IS entre 0.8 y 4.7, en general no hubo una mejora significativa en
las Clso, en el caso de Lma se observo disminucion de la actividad, y los IS disminuyeron en
general, siendo la mejor Clso4.3+2.0 pg/ml con un IS de 4.7 para L. braziliensis cepa nativa

(L.bG), como se muestra en la Tabla 7.

Bacua etse (Scoparia dulcis): la planta entera es utilizada por los Tacana para tratar la
tuberculosis, como antiinflamatorio y para dolor de cabeza. S. dulcis fue ampliamente estudiada
debido a sus propiedades curativas con citas en diferentes medicinas populares tradicionales. Los
estudios fitoquimicos muestran varios compuestos entre los que podemos mencionar diterpenos
(Ahmed & Jakupovic, 1990; Ahsan, Islam, Gray, & Stimson, 2003; Ahsan, Haque, Islam, Gray,
& Hasan, 2012; Liu, et al., 2014), triterpenos (Freire, Torres, Roque, Souccar, & Lapa, 1991;
Mahato, Das, & Sahu, 1981) y flavonoides (Liu, et al., 2014). La actividad antichagéasica fue
descrita por Calderon, et al. (2010), y la actividad leishmanicida frente a Leishmania donovani
por Gachet, et al. (2010a). Se reporto6 actividad antiprotozoaria frente a Trypanosoma brucei

rhodesiense (Gachet, et al., 2010a) y Plasmodium falciparum (Gachet, et al., 2010a; Riel, Kyle,
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& Milhous, 2002); antimicrobiana y antifungica (Latha, et al., 2006); antiviral contra el virus
Herpes simplex Tipo 1 (Hayashi, et al., 1988); analgésica y antiinflamatoria de extractos acuoso y
etanolico de la planta entera (de Farias, da Silva, Lapa, Souccar, & Brandédo, 1993; Freire, et al.,
1991; Tsai, Peng, Chiu, Lai, & Lee, 2011); antioxidante (Coulibaly, et al., 2011; Ratnasooriya,
Jayakody, Premakumara, & Ediriweera, 2005); antiulcerosa (Babincovéa, Schronerova, &
Sourivong, 2008; Mesia-Vela, et al., 2007); citotoxica y antitumor de diterpenos aislados de S.
dulcis (Ahsan, et al., 2003; Hayashi, Hayashi, & Morita, 1992). Durante este estudio,
investigamos el extracto crudo de hojas y fruto, obtuvimos valores de Clso que variaron entre
13.843.3 y 40.8+4.0 pg/ml dependiendo del parésito, la DLso para HeLa de 72.7+22.4 ug/ml, y
los valores de IS entre 1.8 y 5.3. La Clsg para la fraccion F3 oscild entre 8.242.0 y 25.4+4.5
ug/ml, mostrando una mejoria general en los valores calculados para Clso pero sin cambios
significativos para el IS, siendo la mejor Clso 8.24+2.0 pg/ml con un IS de 5.5, para L. braziliensis
cepa nativa (L.bG) (Ver Tabla 7).

Cawuara (Tessaria integrifolia): las hojas son utilizadas tradicionalmente por los Tacana
para el tratamiento de la leishmaniasis y la picadura de raya. La composicion fitoquimica de T.
integrifolia informa principalmente flavonoides (Eto, Masuoka, Yamasaski, Harano, & Ono,
2008; Guerreiro, Pestchanker, Vitto, & Giordano, 1990; Ono, et al., 2000a), sesquiterpenos
(Guerreiro, et al., 1990; Jakupovic, Misra, Chau Thi, Bohlmann, & Castro, 1985; Ono, Masuoka,
Odake, & Ito, 2000b) y &cidos cafeoilquinicos (Peluso, De Feo, De Simone, Bresciano, &
Vuotto, 1995). La actividad leishmanicida fue publicada recientemente, los autores evaluaron las
hojas de Cawuara recolectadas en Per, contra L. donovani (Vasquez-Ocmin, et al., 2017). Fue
reportada actividad antioxidante en extractos metandlico de partes aéreas de Cawuara (Eto, et al.,
2008; Ono, et al., 2000a); antibacteriana (Vivot, et al., 2007); antiinflamatoria (Peluso, et al.,
1995); y antiulcerosa (Silva, Cruzado, Gamarra, Caballero, & Mantilla, 2014). Estos son los
primeros reportes de actividad tripanocida, obtuvimos valores de Clsp para la F3 de 25.2+0.8
pg/ml y un IS = 2.7 contra epimastigotes de T. cruzi. Para el extracto crudo de hojas nuestros
valores de Clso oscilaron de 31.6+14.8 a >50 pg/ml; la DLso fue de 119.3+24.9 pug/ml; y los
valores IS calculados variaron entre 2.5y 3.8. La Clso para la fraccion F3 dio valores entre
9.7£1.3 y 25.2+0.8 ug/ml, mostrando una mejoria general, siendo la mejor Clso de 9.7+1.3 ug/ml
con IS = 7.0 para L. braziliensis (M2904) (Ver Tabla 7).
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Cheperequi (Jacaranda glabra): los Tacana usan la corteza, hojas y frutos como
antiparasitario, para infecciones de la piel, sarna y leishmaniasis, para esta ultima utilizan la savia
del fruto. No se encontraron arboles frutales durante los viajes de colecta, por lo que se trabajo
con la corteza ya que este 6rgano también se usa en preparaciones para infecciones de la piel.
Existen varios informes de medicinas populares tradicionales para especies del género Jacaranda,
principalmente para tratar infecciones de la piel (Gachet & Schiihly, 2009). El principal
compuesto activo encontrado en el género Jacaranda es la jacaranona (hidroquinona) junto con
sus ésteres glicosidicos, con actividad contra Plasmodium falciparum (Gachet, et al., 2010b). No
encontramos referencias para la actividad leishmanicida ni tripanocida. Los valores de Clso
calculados para el extracto crudo oscilaron entre 17.4+2.7 y 45.4+4.6 ng/ml; la DLso fue de
192.0+8.0 ug/ml; y los valores de IS calculados variaron de 4.2 a 11.0, siendo el extracto con los
valores IS mas altos, junto con Ejije bid’u. Ademas, las Clsg para la fraccion F3 variaron entre
5.6+0.6 y 22.1+£3.0 ug/ml, con IS entre 1.5 y 5.8, mostrando una mejoria en la Clsg y un deterioro
general de los valores de IS frente a todas las cepas, siendo la mejor Clso de 5.6+0.6 ug/ml con IS
de 5.8 para la cepa L. braziliensis (M2904), Cheperequi fue inactivo contra epimastigotes de T.

cruzi como se muestra en la Tabla 7.

Ejije bid u: las hojas y los tallos se utilizan tradicionalmente por la etnia Tacana para
ayudar a la cicatrizacion, en infeccion de la piel, quemaduras y dolor muscular. Esta especie
medicinal ain no se ha caracterizado taxondmicamente, de acuerdo con el Herbario Nacional de
La Paz pertenece a la familia Euphorbiaceae. Las especies que pertenecen a esta familia son
conocidas como productores prolificos de una amplia gama de metabolitos secundarios. Se
trabajo con el extracto de hojas obteniéndose valores de Clso entre 11.4+2.0 y 19.5+1.7 pg/ml;
con una DLsp 132.7+30.7 pg/ml; y valores de IS calculados entre 6.8 y 11.7. Siendo uno de los
extractos con mayor actividad antiparasitaria de amplio espectro ademas de selectivo. Por su
parte, los valores de Clsg para la fraccion F3 oscilan entre 8.7+0.5 y 16.7+3.1 pug/ml, mostrando
una ligera mejoria en los valores calculados para Clso y mejores valores de IS en general contra
todas las cepas que van desde 9.1 hasta 17.1, siendo la mejor Clso de 8.7+0.5 pg/ml con un IS de
17.1 para T. cruzi. Esta es la mejor fraccion antiparasitaria de todos los extractos sobre todo por

sus valores de selectividad (Ver Tabla 7).
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Japauro (Thalia geniculata): las raices y los cogollos se usan tradicionalmente por los
Tacana para la diarrea y ayudar a la cicatrizacién. Se report6 acido rosmarinico en las hojas de T.
geniculata (Abdullah, Schneider, & Petersen, 2008); se han informado varios fitoesteroles junto
con geranilfarnesol con buena actividad contra P. falciparum y amastigotes L. donovani
(Lagnika, et al., 2008). No se encontraron reportes de actividad tripanocida, nuestros valores de
Clso para la F3 fueron de 13.0+1.0 pg/ml con un IS de 3.0 frente a epimastigotes de T. cruzi.
Obtuvimos valores calculados de Clso para el extracto crudo de raiz entre 17.6+0.8 y 29.5+5.1
pg/ml; con una DLso de 54.0+2.0 ug/ml; y valores de IS calculados entre 1.8 y 3.1. Po su parte,
los valores de Clsg para la fraccion F3 variaron entre 10.1+0.3 y 14.6£3.3 pg/ml y los de IS van
desde 2.7 hasta 3.9, mostrando una mejoria general en los valores de Clsg e IS, siendo la mejor
Clso de 10.1+£0.3 pg/ml con un IS de 3.9 para L. braziliensis (M2904) la cepa mas sensible, como

se muestra en la Tabla 7.

Mue sumo ina (Eryngium foetidum): las hojas y los tallos son utilizados por los Tacana
para arritmias, heridas y picadura de raya. Los usos tradicionales registrados para esta planta son
numerosos y principalmente medicinales (Paul, Seaforth, & Tikasingh, 2011). Se informo
presencia de elementos traza en E. foetidum como Fe, Mn, Zn, Cu, Co y V (Rajan, Singh, Kumar,
& Mishra, 2014). En estudios de composicion fitoquimica se identificaron compuestos fenolicos,
flavonoides y vitaminas solubles en agua (Aly, 2010); aceites esenciales de diferentes érganos y
su composicion (Cardozo, Rubio, Rojas, & Usubillaga, 2004; Leclercq, Dufig, L6, & Toanh,
1992; Martins, et al., 2003; Pino, Rosado, & Fuentes, 1997; Wong, Feng, Sam, & Tan, 1994;
Yeh, 1974); y triterpenoides (Garcia, Sdenz, Gomez, & Fernandez, 1999). Fue reportada
actividad leishmanicida tanto del extracto metanolico crudo como de fracciones de las partes
aéreas de E. foetidum frente a promastigotes de L. tarentolae y amastigotes de L. donovani
(Rojas-Silva, et al., 2014); actividad antimicrobiana contra Helicobacter pylori (Kouitcheu, Bille,
& Nguepi, 2016); antihelmintica contra Strongyloides stercoralis (Forbes, Gallimore, Mansingh,
Reese, & Robinson, 2014); se informd efectos supresores contra mediadores proinflamatorios
(Mekhora, et al., 2012); asi como actividad antiinflamatoria (Dawilai, Muangnoi,
Praengamthanachoti, & Tuntipopipat, 2013; Garcia, et al., 1999; Saenz, Fernandez, & Garcia,
1997); los aceites esenciales tiene actividad antioxidante (Thomas, Essien, Ntuk, & Choudhary,

2017); las hojas tienen un efecto preventivo en la carcinogénesis colorrectal (Promtes,
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Kupradinun, Rungsipipat, Tuntipopipat, & Butryee, 2016); se informé que el consumo diario de
E. foetidum podria causar un efecto adverso en la funcion renal en ratones (Janwitthayanuchit,
Kupradinun, Rungsipipat, Kettawan, & Butryee, 2016). No hay reportes de actividad tripanocida,
para la F3 obtuvimos valores de Clsp = 21.9£7.1 pg/ml con un IS de 1.7 contra epimastigotes de
T. cruzi. Nuestros valores de Clsg para el extracto crudo de hojas y tallo variaron entre 11.7+0.01
y 39.5+1.1 pg/ml; con una DLso de 55.2+4.2 pg/ml; y valores de IS calculados que van desde 1.4
hasta 4.7. Por su parte, la fraccion F3 dio valores de Clso entre 10.74£0.2 y 36.3+3.1 pg/ml, con IS
desde 1.1 hasta 3.6, mostrando poca mejoria tanto en actividad como en selectividad, siendo la
mejor Clsg 10.7+0.2 pg/ml con un IS de 3.6 para L. braziliensis cepa nativa (L.b), como puede

observarse en la Tabla 7.

Especies citotdxicas:

Djipicu (Bocageopsis sp.): las hojas son utilizadas por los Tacana para tratar infecciones
de la piel. Oliveira, et al. (2014) informaron actividad leishmanicida contra promastigotes de L.
amazonensis (Clsop = 14.6 pug/ml) para el aceite esencial de B. multiflora, compuesto
principalmente por sesquiterpenos. Para B. pleiosperma, se informé presencia de estructuras
tetrahidroharmina junto con otros alcaloides (Soares, et al., 2015a), asi como actividad
antimicrobiana de aceites esenciales (Soares, et al., 2015b). En nuestros estudios, el extracto de
hojas dio Clso=37.9+6.2 pg/ml con un IS = 0.7 para L. amazonensis, y los valores Clso para el
extracto crudo variaron entre 16.6+7.2 y 37.94+6.2 pg/ml, la DLso fue de 26.1+4.0 pg/ml, y los
valores de IS calculados variaron de 0.7 a 1.6. Los valores de Clso para la fraccion F3 variaron
entre 7.3+2.9 y 19.9+0.8 ng/ml, mostrando una mejor actividad contra todas las cepas y una
ligera mejoria para todos los valores de IS que van desde 1.0 hasta 2.7, siendo la mejor Clso de

7.3+2.9 ug/ml con IS = 2.7 para la cepa L. lainsoni (Ver Tabla 7).

Kuabadhu (Cedrela sp.): la decoccidn de corteza es utilizada por los Tacana para tratar
infecciones de la piel, como antiparasitario y para el sobre-parto y/o hemorragias. En cuanto a la
composicion quimica fueron reportados triterpenoides de C. odorata (Campos, Oliveira,
Machado, Matos, & Braz-Filho, 1991; Kipassa, et al., 2008), de C. salvadorensis (Segura,
Calderdn, Toscano, Atilano, & Rachel, 1994), Cedrela spp (Céspedes, Calderon, Lina, & Aranda,

48



Maestria en Ciencias Biologicas y Biomédicas

2000), y C. sinensis (Mitsui K. , Maejima, Fukaya, Hitotsuyanagi, & Takeya, 2004; Mitsui, et al.,
2005; 2006), también limonoides con actividad antialimentaria (Kipassa, et al., 2008),
tetranortriterpenoides de C. angustifolia (Lavie, Levy, Rosito, & Zelnik, 1970), C. odorata
(Veitch, Wright, & Stevenson, 1999) y C. fissilis (Zelnik & Rosito, 1971); y sesquiterpenoides de
C. toona (Chatterjee, Chakrabortty, & Chandrasekharan, 1971). Se informoé actividad
antiprotozoaria contra promastigotes de L. infantum y epimastigotes de T. cruzi para C. odorata
(Gonzalez-Coloma, et al., 2012) y contra promastigotes de L. major para C. serrata (Takahashi,
Fuchino, Satake, Agatsuma, & Sekita, 2004). Nuestros valores de Clso para el extracto crudo de
corteza oscilaron entre 18.2+1.5 y >50 pg/ml; con una DLso de 66.5+7.5 pg/ml; y valores de 1S
calculados entre 1.8 y 3.7. Por su parte, los valores de Clso para la fraccion F3 variaron desde
5.2+0.8 hasta 8.6+2.7 pg/ml, mostrando una mejor actividad contra todas las cepas, pero con
disminucion de los valores de IS, siendo la mejor Clso de 5.2+0.8 pg/ml con un IS = 1.9 para L.

braziliensis (M2904), lo cual la convierte en citotdxica como se muestra en la Tabla 7.

Nuriri jaja (Abuta grandifolia): las hojas y la corteza se utilizan tradicionalmente por los
Tacana para tratar infecciones intestinales y de la piel. A. grandifolia es una planta medicinal
utilizada para el tratamiento de una amplia diversidad de enfermedades, por varios grupos étnicos
en América del Sur, como malaria, diabetes, dolor de estomago, antiinflamatorio, antimicrobiano
entre otros usos (Polesna, Polesny, Clavo, Hansson, & Kokoska, 2011). Hay algunos informes
que se refieren a la composicion quimica mostrando la presencia de bisbencilisoquinolina y
alcaloides aporfina del tronco (corteza y madera) (Cometa, et al., 2012). Se aislaron de hojas y
ramas saponinas bidesmosidicas y triterpenoides, junto con alcaloides tropoloisoquinolina e
isoquinolina (Sayagh, Long, Moretti, & Lavaud, 2012). Algunas bisbencilisoquinolinas de la
corteza del tronco, mostraron actividad antiplasmaddica (Steele, Simmonds, Veitch, & Warhurst,
1999). Se informo efecto hipoglicemiante (Justil, Angulo, Justil, & Arroyo, 2015). Este estudio
es el primer informe sobre la actividad leishmanicida, tripanocida y citotdxica para esta planta y
algunos de los compuestos informados podrian ser responsables de dicha actividad. Nuestros
valores de Clso para el extracto crudo de hojas oscilaron entre 19.5+1.0 y 38.3+4.2 pg/ml,
dependiendo de la cepa; con una DLso de 16.7+2.7 pug/ml; con valores de IS entre 0.4y 0.9,
siendo el extracto crudo mas toxico para HelLa. Los valores de Clso para la fraccion F3 vario

entre 5.6+0.7 y 14.9+3.4 pg/ml, mostrando una mejor actividad contra todas las cepas y valores
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citotoxicos de 1S, siendo la mejor Clsg de 5.6£0.7 pg/ml, con un IS de 2.1 para L. lainsoni (Ver
Tabla 7).

Panu (Salacia impressifolia): la corteza y raiz son utilizadas por los Tacana para
problemas de reumatismo, resfrio, calambre e impotencia masculina. En cuanto a su composicion
quimica se reportaron principalmente triterpenos, friedelano, lupano, oleanano, triterpenoides del
ursano y pristimerina (Da Silva, F. M., et al., 2016). Ripardo Filho, et al. (2015) informaron
presencia de esteroides, isoscopoletina y acidos quinévicos. Ruani (2014) reporté actividad
antioxidante e hipoglicemiante. No existen muchos estudios de esta planta, a la fecha no se
encontraron reportes de actividad leishmanicida, tripanocida ni citotoxica. Nuestros valores de
Clso para el extracto crudo de raiz oscilan entre 9.3+0.2 y >50 pug/ml; con una DLso de 39.7+4.7
pa/ml; y valores calculados de IS que van desde 0.9 a 4.3. Por su parte, los valores de Clso para la
fraccion F3 estuvieron alrededor de 5 pug/ml, variando entre 3.4+0.9 y 5.4+0.9 pg/ml, con IS
desde 3.6 hasta 5.7, mostrando una mejora tanto en actividad como en selectividad, lo que la
convierte en una fraccién antiparasitaria prometedora con los mejores valores de Clso muy activa,
de amplio espectro de accién y selectiva, siendo las mejores Clsg de 3.4+0.9 y 3.7£0.9 pg/ml con

IS de 5.7 y 5.2 para M2904 y T. cruzi respectivamente (Ver Tabla7).

Quid’i juno (Iresine diffusa): las raices se usan tradicionalmente por los Tacana para tratar
infecciones de la piel. Un estudio realizado en Pert inform0 la actividad leishmanicida de varias
plantas, incluida I. diffusa contra amastigotes axénicos de L. amazonensis con una Clso de 63.3
ug/ml (Valadeau, et al., 2009). En nuestro estudio el extracto crudo de hojas dio una Clso de
37.3+1.4 pg/ml contra promastigotes de L. amazonensis con un IS de 1.4. Se han identificado
varios compuestos de esta especie, incluyendo sesquiterpenoides, alcoholes grasos y triterpenos
aislados de las partes aéreas (Djerassi, Sengupta, Herran, & Walls, 1954; Rios & Berber, 2005).
En un estudio llevado a cabo sobre 23 especies de la familia Amaranthaceae que incluye a I.
diffusa, se examino la presencia de betaina (Blundena, Yanga, Janicsaka, Mathéa, & Carabot-
Cuervoa, 1999). No hay referencias de actividad tripanocida. Nuestros valores de Clso para el
extracto crudo de hojas variaron entre 26.0+3.8 y 40.6+1.5 pg/ml; con una DLsp de 50.7+15.4
ug/ml; y valores de IS calculados que van desde 1.3 hasta 2.0. Los valores de Clso para la

fraccion F3 variaron entre 5.0+0.7 y 17.9+0.7 pg/ml, con IS entre 1.9 y 6.7, mostrando una
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mejora en los valores tanto de Clso como de IS frente a todas las cepas, siendo la mejor Clso de

5.0+0.7 pg/ml con IS = 6.7 para T. cruzi, como se muestra en la Tabla 7.

Teini tumati (Physalis angulata): fueron reportados usos tradicionales Tacana como
febrifugo, para el tratamiento de la gripe y dolor reumatico por Bourdy, et al. (2000), en nuestros
estudios informamos usos adicionales para la malaria y la infeccion cutanea. Hay una revision de
los usos tradicionales, la quimica y la farmacologia de P. angulata (Rengifo & Vargas, 2013),
asi como una revision de los constituyentes quimicos y las actividades bioldgicas para el género
Physalis (Zhang & Tong, 2016). Existen varios informes sobre las especies de Physalis, con
aislamiento de seco-esteroides inusuales, fisalinas y aminofisalinas de P. angulata (Men, et al.,
2014), junto con withanolidos y diterpenoides (Sun, et al., 2016a), acidos fendlicos y flavonoides
(Carniel, et al., 2017), con informes como antiinflamatorios y antiproliferativos (Sun, et al.,
2016a; 2016b); se reporto citotoxicidad de withanolidos de las partes aéreas (Gao, et al., 2017);
actividad inmunomoduladora (Pinto, et al., 2016); antioxidante (Cobaleda-Velasco, et al., 2017);
tripanocida en epimastigotes Clso = 2.1+0.1 uM y tripomastigotes circulantes CEso = 1.7£0.5 uM
(Meira, et al., 2015); y leishmanicida del extracto acuoso de raiz, contra L. amazonensis con una
Clso = 39.5+5.1 pg/ml en promastigotes, Clso = 43.4+10.1 pg/ml amastigotes y en ratones
infectados (Da Silva, R. R, et al., 2015; Da Silva, B. J., et al., 2016; Gongalves de Oliveira, et al.,
2017). Nuestros valores de Clso de la F3 de hojas contra promastigotes de L. amazonensis fueron
de 16.9£1.0 pg/ml con un IS = 2.5. Obtuvimos valores calculados de Clso para el extracto crudo
de frutos que oscilaron entre 17.6+1.8 y 43.5+0.3 ug/ml; con una DLso de 19.5+2.0 pg/ml; y
valores de IS entre 0.4 y 1.1 citotdxicos, sin embrago, no se prosiguié con el estudio por falta de
material. Los valores de Clso para el extracto crudo de hojas fue >50 pg/ml para la mayoria de las
cepas, con una DLsp de 154.5+37.5 ug/ml y un IS de 3.7. Para la fraccion F3 los valores de Clso
variaron entre 9.3+1.5y 16.9£1.0 pug/ml, con IS entre 2.5 y 4.6, mostrando una mejora general
tanto para las Clsg como para los IS frente a todas las cepas, convirtiéndose en una fraccion
antiparasitaria muy activa de amplio espectro ademas de selectiva, siendo la mejor Clso de

9.3+1.5 pg/ml con IS = 4.6 para L. braziliensis (M2904), como se muestra en la Tabla 7.
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5.3. Conclusiones

En el siguiente esquema se resumen los resultados obtenidos en este capitulo:

109 especies vegetales

(202 extractos crudos)
Evaluacion contra 3 paréasitos

(Lma, M2904 y T. cruzi)

Fase 1

Seleccion de 36
especies activas
(37 extractos crudos)

l

15 especies activas seleccionadas
(15 extractos crudos)

Fase 2 Evaluacion contra 6 cepas

(Leishmania spp. y T. cruzi)

l

7 especies
citotdxicas

8 especies
antiparasitarias

~

[ 13 especies fraccionados J

Evaluacion contra 6 cepas y células HelLa

8 Antiparasitarios
promisorios

I

- Bacua etse (Scoparia dulcis) - Japauri (Thalia geniculata)

- Cawuara (Tessaria integrifolia) - Panu (Salacia impressifolia)

- Cheperequi (Jacaranda glabra) - Quid’i juno (Iresine diffusa)

- Ejije bid’u - Teini tumati (Physalis angulata)
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Trypanosoma cruzi

En total 14 especies fueron activas para T. cruzi, de estas 9 fueron sometidas a estudios
biodirigidos, y 7 resultaron especies prometedoras, de las que se recomienda hacer estudios méas
profundos. Quedan 5 especies por ser estudiadas Arana aqui (Schefflera morototoni), Cuatro
cantos (Pluchea sagitalis), Id’ene eidhue (Hyptis brevipes), R’i baba (Priva lappulacea) y

Tapacha ina (Hyptis mutabilis), y definir su potendial terapéutico.

Leishmania spp.

Un total de 35 especies fueron activas para Leishmania spp., 13 especies las mas activas se
sometieron a estudios biodirigidos, obteniéndose 8 especies promisorias, se sugieren estudios
posteriores en busca de cabezas de serie que nos permitan obtener nuevos agentes

antiparasitarios. Quedan aun 23 especies por definir su potencial terapéutico.

Hay resultados interesantes y prometedores que requieren mas estudios. Tenemos una
amplia biodiversidad que apenas estamos empezando a estudiar. La gran mayoria de las plantas
no presentan actividad bioldgica in vitro y no son interesantes para el desarrollo de
antiparasitarios sobre todo para la enfermedad de Chagas; muy pocas de las especies colectadas
fueron activas en el laboratorio estudiadas de manera sistematica dando un aproximado de 7.3 %.

Todavia queda un gran desafio y una tarea que debe continuar.

Nuestros resultados muestran la importancia de incluir el conocimiento tradicional como
parte de los criterios para la seleccion de plantas, en el descubrimiento de nuevos agentes
antiparasitarios. Dado que de las 4 especies especificas utilizadas por la etnia Tacana para
tratamientos de leishmaniasis el 75% dio actividad, y al considerar todas las especies con uso
relacionado a esta enfermedad (afecciones de la piel y antiinflamatorias) hasta un 42.2%
mostraron alguna actividad ya sea para L. (L.) amazonensis (Lma), L. (V.) braziliensis (M2904)
que fue la cepa mas susceptible en este trabajo lo cual fue reportado también por otros autores
(Antinarelli, et al., 2015) o para ambas (Ver Anexo 5). Un 18.2% de estas especies dio actividad

también para T. cruzi.
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6. Capitulo 2: Optimizacion de
Quinolinas con Potencial

Leishmanicida
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6.1. Antecedentes

6.1.1. Leishmaniasis.

La leishmaniasis es un grupo de enfermedades zoondticas o antropondticas, con una
variedad de especies de parasitos protozoarios (Leishmania spp.), reservorios mamiferos y
vectores (Lutzomia spp. o Phlebotomus spp.) implicados en su transmision. La enfermedad esta
directamente vinculada a la pobreza; también los factores sociales, ambientales y climatoldgicos

influyen en la epidemiologia de la enfermedad (OMS, 2012b).

En el mamifero, los parésitos de Leishmania spp. viven y se multiplican intracelularmente
en células fagociticas dentro de los llamados fagolisosomas. Provocan dos formas clinicas
principales, la leishmaniasis cutanea (LC) y la leishmaniasis visceral (LV), dependiendo de la
especie del parasito y de qué tipos de células fagociticas invaden. En LC, los parasitos infectan a
los macrofagos residentes en la piel. Cuando la célula huésped esta llena de parasitos, estalla y
los amastigotes liberados infectan a los macréfagos vecinos. La LC ocurre en tres formas
diferentes: leishmaniasis cutanea localizada (LCL), con lesiones cutaneas localizadas auto
cicatrizantes y cicatrices permanentes; leishmaniasis cutanea difusa (LCD), menos comun,
presenta multiples nddulos, con progresion lenta y varias lesiones distantes del sitio de infeccion;
y leishmaniasis mucocutanea (LMC) restringida a América Latina, después de la curacién de la
lesion inicial en la piel, se extiende provocando destruccion parcial o total de las membranas
mucosas de la nariz, boca y garganta, lo que lleva a una desfiguracion facial extensa (Steverding,
2017; Van der Auwera & Dujardin, 2015).

En la LV, los amastigotes liberados se propagan por la circulacion sanguinea e infectan las
células del sistema fagocitico mononuclear del higado, el bazo, la médula 6sea, los ganglios
linfaticos y el intestino. La LV o Kala-azar es la forma mas severa, que puede llevar a la muerte
si no es tratada. En mas del 95 % de los casos se caracteriza por episodios de fiebre irregular,

pérdida de peso, hepatomegalia, esplenomegalia y anemia (Steverding, 2017).
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A continuacion, en la Tabla 10 se resumen las distintas especies que producen los

diferentes tipos de leishmaniasis en humanos.

Tabla 10: Especies de Leishmania spp. causante de leishmaniasis en humanos, modificada de
Steverding, (2017)

) . Viejo/Nuevo Enfermedad C
Subgénero Especies Mundo clinica Distribucion
L. aethiopica VM LCL,(I:_EC):L, Este de Africa (Etiopia, Kenia)
L. amazonensis NM LCL’(I:‘SL’ Sud América (Brasil, Venezuela, Bolivia)
. - Africa central, Sud Asia, Medio Oriente,
L. donovani VM LV, LDPK India, China
Paises mediterraneos (Norte de Africa y
L. infantum (sin. Europa), Sudeste de Europa, Medio Oriente,
L. chagasi) VM, NM LV, LC Asia Central, Norte, Centro y Sud América
Leishmania (México, Venezuela, Brasil y Bolivia)
. Africa Central y del Norte, Medio Oriente,
L. major VM LC Asia Central
L. mexicana LC, LCL, .
(sin. L. pifanoi) NM LCD EE.UU., Ecuador, Venezuela y Perd
. Africa Central y del Norte, Medio Oriente,
L. tropica VM LCL, LV Asia Central, India
L. venezuelensis NM LCL Norte y Sud América, Venezuela
. L . NM, VM LCL, LV Martinique, Tailandia
martiniquensis
R Cuenca amazdnica occidental, Sud América
L. braziliensis NM LCL, LMC (Guatemala, Venezuela, Brasil, Bolivia, Pert)
. Norte y Sud América (Guinea Francesa,
L. guyanensis NM LCL, LMC Surinam, Brasil, Bolivia)
L. lainsoni NM LC, LCL Brasil, Bolivia, Peru
Viannia L. lindenbergi NM LCL Brasil
L. naiffi NM LCL Brasil, Guinea Francesa
. Central y Sud América (Panamd, Colombia,
L. panamensis NM LCL, LMC Venezuela, Brasil)
L. peruviana NM LCL, LMC Perd, Bolivia
L. shawi NM LCL Brasil

“Leishmaniasis dérmica post-kala-azar (LDPK).

6.1.1.1. Clasificacion taxonémica.

La clasificacidon taxondémica del género Leishmania es un problema importante en la

actualidad. Se baso en criterios ecobiologicos como vectores, distribucion geogréafica, tropismo,
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propiedades antigénicas y manifestaciones clinicas. Las diferencias en el desarrollo en el interior
del vector son utilizadas para definir los subgéneros; L. (Leishmania), lleva a cabo su desarrollo
en las partes superior y media del aparato digestivo (desarrollo suprapilorico), mientras que
L.(Viannia) necesita un desarrollo adicional en la parte final del aparato digestivo (Ramirez,
2012).

L tarentolae
L adleri
L hoogstraali

— L. (Sauroleishmania)

Species L. siamensis
Complexes
Subgenera
Division/Section ——— L. major

Genus L major*

L. gerbili Old World
L. turanica

L arabica

— L. enriettii

f—— |. tropica

L tropica

(L. kiflicki)

— L. (Leishmania) —— L aethiopica

p— L. donovanj
L. deonovani
{L. archibaldi}
L infantum
{L. chagasi)

——— L. martiniguensis

Y L. mexicana
— Fuleishmania — L mexicana

{L. pifanoi”)

L. amazonensis
{L. garnhami)

L. aristidesi

L. venezuelensis
L. forattinii

— L. braziliensis

L. braziliensis

L peruviana

New World

—— L. guyanensis

L guyanensis

{L. strawi)

L panamensis

p— | lginsoni

e | (Wianinia)

Lefshmania —

—— L naiffi

——— L lindenbergi

—— L utingensis

L. colombiensis

L eqguatorensis
— Paraleishmania L hertigi

L herreri

L. deanei

Figura 10: Taxonomia del género Leishmania (Van der Auwera & Dujardin, 2015)
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En la Figura 10, se muestra la taxonomia actual de Leishmania spp., basada en Electroforesis de

enzima multilocus (MLEE)

6.1.1.2. Epidemiologia y Distribucién en el mundo.

En muchas regiones endémicas, la leishmaniasis es una enfermedad epidemiolégicamente
inestable con una tendencia a fluctuaciones impredecibles en el nimero de casos. Las razones de
esto son maltiples; los factores culturales, ambientales y socioeconémicos juegan un papel
importante (Steverding, 2017). A nivel mundial, mas de 12 millones de personas estan infectadas
con Leishmania spp. y aproximadamente 350 millones estan en riesgo de infeccién. La
leishmaniasis es endémica en 98 paises. Se estima que cada afio se producen entre 0.7 y 1.3
millones de nuevos casos, y entre 20,000 y 30,000 defunciones. Ademas, la enfermedad ha sido
responsable de unos 3.3 millones de AVAD en las Ultimas décadas, de los cuales 2.3 % ocurren
en Latinoamérica (Vermelho, et al., 2017; Pace, 2014; OPS & OMS, 2014).

El nimero de nuevos casos de LV en todo el mundo alcanza entre 50,000 y 90,000
personas al afio, en 2015 mas del 90 % de los nuevos casos notificados a la OMS se produjeron
en siete paises: Brasil, Etiopia, India, Kenya, Somalia, Sudan, y Sudan del Sur (Ver Figura 11).
Los casos de coinfeccion de LV/VIH han aumentado en &reas endémicas, con altas tasas de
recidiva y mortalidad, sobre todo en Brasil, Etiopia y el estado indio de Bihar; ya que el VIH

aumenta la susceptibilidad a LV y dificulta el tratamiento clinico (OMS, 2017d).

En Latinoamérica los casos de LV se presentan en 12 paises, en 2015 fueron reportados
3,456 casos de LV, con el 96 % de los casos reportados en Brasil. A nivel regional la LV se
clasifica en tres escenarios epidemiologicos: paises con transmision en expansion (Argentina,
Brasil y Paraguay), paises con transmision estable o controlada (Colombia y Venezuela) y paises
con transmision esporadica (Costa Rica, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Bolivia, Guyana y
México) (OPS & OMS, 2017). En el mismo afio, se informaron 257 casos (7,4%) de coinfeccién

LV/VIH, con 244 de ellos registrados en Brasil, 12 en Paraguay y un caso en Venezuela. Se
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observé una tasa de curacion fue del 68,6 % y ocurrieron 268 muertes por leishmaniasis en Brasil
(251), Venezuela (9) y Paraguay (8) (OPS & OMS, 2017).

8006
=y
¢ 600 8

Number of new VL cases
reported, 2013

Bl 1000
B 500- 999
0 100-499 [ No autochthonous cases reported
[ <100 [ Nodata

1o [ Notapplicable

Figura 11: Estado mundial de endemicidad de LV 2012 (OMS, 2013a)

Aproximadamente un 95 % de los casos de LC se producen en América Latina, la cuenca
del Mediterraneo y Asia Occidental, con cada region contribuyendo al 30 % de los casos (Pace,
2014). La mayoria de los casos nuevos aparecen en seis paises: Afganistan, Argelia, Brasil,
Colombia, Republica Islamica de Iran y Republica Arabe Siria (Ver Figura 12). Mas del 90 % de
los casos de LMC se producen en Brasil, el Estado Plurinacional de Bolivia, Etiopia y Peru
(OMS, 2017d).

En 2015, 17 paises endémicos en América Latina reportaron 46,082 casos de LC y LMC,
de los cuales el 70 % fueron reportados por Brasil (19,395), Colombia (7,541) y Peru (5,459);
con la mayor incidencia en Surinam y Nicaragua, Bolivia report6 2,231 casos. Un total de 1,942
casos (4.21%) de LMC fueron reportados en la region, con el 85.9 % de los casos registrados en
Brasil (1,071), Pert (362) y Bolivia (236) (Ver Figura 13). La coinfeccion LC/VIH ocurri6 en
198 casos de diferentes formas cutaneas y mucosas, con 63 casos reportados en Colombia y los
demas en Brasil (OPS & OMS, 2017).
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Figura 12: Estado mundial de endemicidad de LC 2012 (OMS, 2013b)

Fuente: SisLeish-OPS/OMS: Datos reportades por los.
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Figura 13: Densidad de casos de LC y LMC en Latinoamérica 2015 (modificado de OPS &

OMS, 2017)
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6.1.1.3. Morfologia y Ciclo de vida.

La morfologia de Leishmania spp. esta determinada por un ciclo de vida complejo, ya que
los parésitos estan expuestos a diferentes microambientes, sobre todo en el interior del intestino
del vector. Estos parasitos son di-genéticos o heteroxenos, con un ciclo de vida dimorfico con
formas promastigote extracelular mdviles y formas amastigote intracelulares (Li, et al., 2017;
Inbar, et al., 2017).

La forma amastigote se observa en los tejidos parasitados de los hospederos vertebrados
dentro de células del sistema mononuclear fagocitario, donde se desarrollan y multiplican. Son
ovoides no flagelados, con un didmetro entre 2-5um. Estas formas presentan un nucleo central y
un kinetoplasto alargado. La forma promastigote se desarrolla en el aparato digestivo del
fleb6tomo, se pueden observar en cultivos in vitro. Tiene forma alargada, con una longitud de 15-
20um, presenta un flagelo libre en su parte anterior que puede llegar a medir el doble de la
longitud del cuerpo del parasito. El kinetoplasto en esta forma se observa como un cuerpo

electrodenso en la zona anterior (Ramirez, 2012).

Los promastigotes pasan por varias formas morfoldgicas distintas extracelulares dentro de
los diferentes microambientes del intestino del vector. La transformacion de amastigotes en
promastigotes dura entre 12 a 18 hr. Segun el orden de aparicion en la transformacion estan: los
promastigotes prociclicos, division binaria en el intestino medio abdominal (36 a 60 hr tras la
ingesta de sangre); nectomonas, sin division, responsables de la migracion anterior (60 a 72hr);
leptomonas, con division activa en el intestino medio anterior (4 a 7 dias); haptomonas (5a 7
dias); y metaciclicos, altamente mdviles, sin division, migran a las glandulas salivales del vector,
son las responsables de la transmision de la infeccion al vertebrado (7 a 14 dias) (Ver Figura 14)
(Gossage, Rogers, & Bates, 2003; Inbar, et al., 2017).
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EN EL MOSQUITO INTESTIND MEDIO TORACICO E INTESTING
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Figura 14: Ciclo de vida de L. (Leishmania) en Lutzomyia longipalpis (Gossage, et al., 2003).

Durante la alimentacion de sangre, los mosquitos hembra (Phlebotomus spp. en el viejo
mundo y Lutzomyia spp. en el nuevo mundo) (Hailu, Yimer, Mulu, & Abera, 2016) infectados,
inyectan promastigotes metaciclicos de Leishmania spp. en la piel, junto con factores
inmunomoduladores y otros diversos componentes salivales; estos son absorbidos por fagocitos
en el tejido dérmico, inicialmente por neutrofilos de corta vida, células dendriticas y
especialmente macrofagos; los macréfagos también fagocitan los neutrofilos apoptéticos
infectados (efferocitosis); en el fagolisosoma de los macréfagos, los promastigotes se
transforman en amastigotes aflagelados replicativos (forma responsable de la patogénesis),
provocando la lisis celular y la reinfeccion de otras células; el ciclo se completa cuando otro
mosquito ingiere células infectadas durante la alimentacion de sangre; dentro del mosquito, los
amastigotes se transforman en promastigotes en el intestino posterior/medio; ahi los parasitos se
multiplican y se diferencian en promastigotes infecciosos, migrando nuevamente a las glandulas

salivales del flebdtomo y perpetuando el ciclo de vida (Borghi, et al., 2017).
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La respuesta inmune generada durante la infeccion por Leishmania spp. puede conducir a
una respuesta inflamatoria exacerbada y, en consecuencia, a las manifestaciones clinicas de la
enfermedad como fiebre y dafio tisular. Por otra parte, una respuesta inadecuada a la infeccion

contribuye a la susceptibilidad del huésped y a la carga parasitaria (Vermelho, et al., 2017).

6.1.1.4. Diagndstico.

El diagndstico de la enfermedad es esencial para establecer un tratamiento especifico y para
limitar el progreso de la enfermedad, aliviar los signos y sintomas, y mejorar la calidad de vida de
los pacientes. Si no se tratan, las LC y LMC pueden causar deformidad y desfiguracion; mientras

que la LV puede ocasionar la muerte en mas del 90 % de los casos.

Antecedentes y cuadro clinico: Se debe considerar a las personas procedentes de zonas
endémicas con una enfermedad persistente, fiebre inexplicable y acompafiada de signos y
sintomas sugestivos. Las manifestaciones clinicas son variables y estan relacionadas a la especie

de Leishmania spp., el medio ambiente y el sistema inmune (Sanchez-Saldafia, et al., 2004).

Diagndstico de laboratorio: Se realiza mediante pruebas directas o parasitologicas,

indirectas o inmunoldgicas, y moleculares.

Las pruebas parasitologicas se realizan mediante la deteccion microscopica de amastigotes
en frotis o en tejidos infectados por medio del examen directo. También puede realizarse el
aislamiento directo de promastigotes de lesiones sospechosas en cultivos in vitro, con medio de

cultivo apropiado e incubar hasta que los parasitos se multipliqguen (OMS, 2012a).

Las pruebas inmunoldgicas son el método indirecto mas utilizado. Se basan en la deteccion
a través de la respuesta inmune celular (intradermorreaccion de Montenegro o Leishmania), y
respuesta inmune humoral a través de anticuerpos especificos desarrollados como consecuencia
de la enfermedad (Pruebas de ELISA o Inmuno fluorescencia indirecta (IFI)) (Sanchez-Saldafia,
et al., 2004). También estan la aglutinacion directa (DAT) y las pruebas inmunocromatogréficas,

que utilizan el antigeno rK39 (en un formato de tira reactiva), han demostrado tener una alta
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sensibilidad y especificidad y se traducen facilmente en centros de salud periféricos. Las pruebas
seroldgicas tienen limitaciones ya que los anticuerpos especificos permanecen detectables
durante varios afios después de la cura, por lo que existe la necesidad de una prueba de antigeno
adaptada al campo (Barrett & Croft, 2012).

Pruebas moleculares, la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) permite aislar y
caracterizar a la Leishmania spp., es més sensible que el examen microscopico y se ha convertido
en la prueba de primera linea en hospitales de referencia y centros de investigacion. La PCR
cuantitativa permite un diagnostico preciso en muestras de sangre venosa, con ello se evita la
aspiracion medular poco sensible, sin embargo, son pruebas mas costosas y necesitan equipo y

personal capacitado (Sanchez-Saldafia, et al., 2004).

6.1.1.5. Tratamiento.

El estudio de la biologia, la bioquimica y la patogénesis del parasito Leishmania spp. ha
permitido desarrollar farmacos con blancos de accion especificos, sin embargo, algunos de los
farmacos actuales se han vuelto ineficaces en varios paises y presentan alta toxicidad. Hasta
ahora no se han aprobado vacunas para uso humano; la quimioterapia sigue siendo la principal

herramienta para controlar la enfermedad (Vermelho, et al., 2017).

El tratamiento de primera linea para la mayoria de las formas de leishmaniasis siguen
siendo los farmacos basados en antimonio pentavalente como el antimoniato de meglumina
(nombre comercial Glucantime) y el estibogluconato sddico (Pentostam) (Figura 15). Son de uso
parenteral, ya sea intravenoso o intramuscular, con efectos secundarios adversos y desarrollo de

resistencia. En forma local intralesional tiene efectos menos toxicos (Hailu, et al., 2016).
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Figura 15: Drogas utilizadas para leishmaniasis (Field, et al., 2017)

La Anfotericina B (Ver Figura 15) (desoxicolato convencional o liposdmica) es un agente
antifungico utilizado por via parenteral, es la segunda linea de tratamiento con altas tasas de
curacion. Dados los efectos adversos de la forma convencional se empez6 a usar la formulacién
lipidica (AmBisome), favorable en regiones donde la resistencia es comun; es mas eficaz, con

menor toxicidad y mejor distribucion tisular (Barberis & Vélez, 2014).

La Pentamidina, la Miltefosina y la Paromomicina completan el arsenal de farmacos
actuales aprobados para el tratamiento de la leishmaniasis (Ver Figura 15). La Pentamidina
(Pentacrinat y Pentam) es una diamidina aromatica, con via de administracion parenteral para LC
y LMC (McGwire & Satoskar, 2014). La Miltefosina (Impavido y Miltex) es analogo sintético
de la fosfatidilcolina, originalmente investigado como un agente antineoplasico, con actividad
antiprotozoaria, antiviral e inmunomoduladora. Es la “Unica” droga de administracion oral para la
LV, aunque también se vio su eficacia en LC, este farmaco es bien tolerado con efectos adversos
de origen gastrointestinal, contraindicado en el embarazo por ser teratogénico (Barberis & Vélez,
2014; McGwire & Satoskar, 2014). En estudios realizados en Bolivia para la LMC causada por L.
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braziliensis se observd una tasa de curacién para la Miltefosina de hasta el 88% en seis meses de
tratamiento (Soto, et al., 2008). Finalmente, el aminoglucésido Paromomicina, antibidtico de
amplio espectro, puede administrarse por via intravenosa o topica, haciéndola adecuada para el
tratamiento de los casos LV y LC como ungliento o crema, no esté indicada en los casos de LMC
(Rodrigues, et al., 2015).

En general todos estos medicamentos han demostrado resultados notables en la matanza de
los parasitos, pero su uso es limitado debido a: la via de administracion que requiere
hospitalizacion con largos periodos de tratamientos; las resistencias cada vez mas frecuentes; las
diferentes especies de Leishmania spp.; elevados costos; inaccesibilidad a los tratamientos; los
efectos toxicos y adversos que pueden ser desde leves hasta muy severos (nauseas, vomitos,
diarrea, gusto metalico, dolor abdominal, fiebre, escalofrios, cefalea, rash, intolerancia, artralgias,
mialgias, hipoglucemia, cardiotoxicidad, neurotoxicidad, elevacion de la enzimas hepaticas y
pancreaticas, anomalias electroliticas, nefrotoxicidad, ototoxicidad, pancitopenia, inestabilidad
vestibular); algunos son teratogénicos y de categoria B y C para el embarazo y la lactancia;
llevando a la interrupcion de los tratamientos (Barberis & Vélez, 2014; McGwire & Satoskar,
2014; Vermelho, et al., 2017).

Otros farmacos para la LV son el Oxaborol DNDi-6148 y el Nitroimidazol DNDi-0690 los

cuales se encuentran en fase preclinica, y en estudios clinicos fase 1 se encuentra una

combinacion de Fexinidazol-Miltefosina (Ver Figura 16) (Field, et al., 2017).

N
O\A} W
Hz C\ /O/ | o
[} CH

Fexinidazol

Figura 16: Estructura quimica del Fexinidazol (Bahia, et al., 2012)
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6.1.2. Sintesis de farmacos a partir de plantas.

Las tres principales vias de obtencion de farmacos son actualmente la naturaleza, la sintesis
quimica y la biotecnologia que permite el hallazgo de moléculas mediante técnicas de ingenieria
genética. Una revision desde 1981 sugiere que, de 847 farmacos basados en moléculas pequefias,
43 eran productos naturales, 232 derivados de productos naturales y semisintéticos; y 572
moléculas sintéticas, sin embargo, 262 de estas tenian un farmaco6foro inspirado en un producto
natural o eran analogos de productos naturales. En el area del cancer los productos naturales
siguen produciendo un gran impacto, de los 155 farmacos anticancerosos desarrollados desde
1940, solo el 27% no pertenecian a productos naturales, y el 47% eran producto natural o una
derivacion directa de los mismos (Schmidt, et al., 2008). Entre 2000-2006, 26 productos naturales
derivados de plantas estaban en alguna etapa de desarrollo en drogas, en 2005 los medicamentos
derivados de plantas se vendieron por un valor estimado de $18 billones (Lachance, Wetzel,
Kumar, & Waldmann, 2012).

6.1.3. Género Galipea.

Galipea es un género de la familia Rutaceae, con aproximadamente 60 especies indexadas,
de las cuales la mitad aproximadamente se encuentran distribuidas en centro América y América
del sur, desde Panama hasta el sur de la amazonia de Brasil y el noreste de Bolivia. En Bolivia la
especie G. longiflora Krause (sinénimo Angostura longiflora (Krause) Kallunki) es empleada por
las étnicas Tacana, Mosetene y Tsimane y conocida por los Tacana como Evanta o Yuruma
Huana Epuna, se la encuentra en los bosques tropicales con elevada humedad (entre 350 — 600
msnm) de los departamentos de La Paz y Beni. Es un arbol de hasta 12 m de altura, con hojas
trifoliadas alternas o superpuestas sobre la misma rama con un peciolo frecuentemente alado, sus

flores aparecen en forma de racimos.
Para el tratamiento de la leishmaniasis, la gente de la etnia Tacana utiliza la corteza de Evanta

bien seca y pulverizada, aplicandola como cataplasma directamente sobre la Ulcera, ademas de

beber decocciones de la misma durante tres dias. En forma de decoccion es utilizado para diarreas
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causadas por parasitos intestinales y como fortificante para nifios y adultos (Quenevo, Bourdy, &
Giménez, 1999).

6.1.3.1. Estudios de Galipea longiflora (Krause) Kallunki.

En los afios 1985-1991 un grupo de investigadores Franco-Boliviano, confirmo6 la actividad
antiparasitaria de la Evanta, planta medicinal utilizada por el pueblo Tsimane (Fournet, 1991,
Fournet, et al., 1994). Se estudi6 la composicion quimica de la G. longiflora, centrandose en los
productos responsables de la actividad antiparasitaria de la corteza de tronco, de raiz y hojas,
aislandose e identificandose 13 alcaloides quinolinicos de los cuales 4 eran nuevas moléculas, a
las que llamaron Chimanina A, B, C y D quinolinas 2-sustituidas por una cadena de propilo (Ver
Figura 17). Debido a la eficacia demostrada en modelos in vitro contra diferentes especies de
Leishmania spp. y clones de T. cruzi ademas de presentar baja toxicidad determinada en modelos
in vivo fueron patentadas (Fournet, Vagneur, Richomme, & Bruneton, 1989; Fournet, et al.,
1993a, 1993b), sin resultados tangibles hasta la fecha.

OCH,
Uj\/\
N N
Chimanina A

Chimanina B

4-metoxi-2-n-propilquinolina 2-(E)-prop-1’-enilquinolina

OCH;
N Oij\<c’)\
Chimanina C Chimanina D
4-metoxi-2-(E)-prop-1'- 2-(1',2’-trans-epoxipropil)-
enilquinolina quinoclina

Figura 17: Estructuras de las Chimaninas (Fournet, et al., 1993b)
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Fournet et al. (1994) observaron que la 2-fenilquinolina (2FQ) alcaloide mayoritario de G.
longiflora, se encuentra en un 48% del total del extracto crudo de alcaloides en corteza de tronco,
67% en corteza de raiz y 29% en hojas. La 2FQ presento actividad leishmanicida en modelos in
vivo en ratones BALB/c reduciendo la severidad de las lesiones cutaneas (Ver Figura 18).

Xy
L
N

Figura 18: Estructura quimica de la 2FQ

La Evanta ha sido extensamente estudiada en el IIFB-UMSA desde 1993, seleccionada de
entre mas de 800 extractos evaluados in vitro, de donde se obtuvieron los Alcaloides Totales de
Corteza (CAT) de Evanta. Se realizaron estudios quimicos con diferentes métodos de extraccion
ademas del aislamiento y caracterizacion de alcaloides quinolinicos de la corteza y hojas de
Evanta (Espinoza, 2011; Giménez, et al., 2005; Llanos, et al., 2009; Ticona, 2008).

Se demostrd la actividad leishmanicida de CAT contra diferentes cepas de Leishmania spp.
en promastigotes (Giménez, et al., 2005) y en amastigotes axénicos; tripanocida frente a
epimastigotes de T. cruzi; actividad contra Plasmodium falciparum (Salamanca, 2008);
amebicida contra Acanthamoeba castellani y A. polyfaga (Salamanca, et al., 2013); actividad
antibacteriana (Rodriguez, 1999, 2001); y actividad gastroprotectora tanto de CAT como de 2FQ
(Zanatta, et al., 2009), se estudio el mecanismo gastroprotector y las propiedades antisecretoras
de la 2FQ (Breviglieri, et al., 2017). Se report6 un efecto antinociceptivo de CAT y 2FQ en
ratones (Campos-Buzzi, et al., 2010).

Se desarrollaron formulaciones farmacéuticas topicas, emulsion crema y lipogel al 5 %
(Rodriguez, 2006) y orales al 1.2, 2y 5 % de CAT (Ticona, 2008); demostrandose buena eficacia,
con cerca del 70 % de curacion en pacientes con LC en el Hospital de Palos Blancos (Magarifios,
2012) y en la eliminacion de parasitos intestinales (Limachi, 2013), respectivamente.
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Se llevaron a cabo, estudios pre-clinicos del extracto crudo de corteza de Evanta, mediante
modelos toxico cinéticos en ratones BALB/c y ratas Wistar de los parametros farmacocinéticos
pruebas de toxicidad aguda (Rodriguez, 2001) y subcrénica, ademas pruebas hematoldgicas e
histopatoldgicas, evidenciandose que el extracto no presenta toxicidad por via oral. EI CAT
tampoco presento toxicidad aguda en modelos in vivo en ratones Swis albinos por via oral
(Herrera, 2008). Se evidencié ausencia de genotoxicidad directa e indirecta, asi como de
actividad pro-mutagénica, en Drosophila melanogaster (Mamani, Gonzales, Pillco, Giménez, &
Gonzales, 2006). En pruebas gastroprotectoras en modelos in vivo se observo que la 2FQ no

presenta citotoxicidad (Breviglieri, et al., 2017).

Se realizaron sistemas de cultivo semi-continuo y en suspension de células de Evanta,
obteniéndose callos friables, para incrementar el contenido de alcaloides (Guarachi, et al., 2008a;
Guarachi M. , Paz, Terrazas, & Giménez, 2008b; Paz, Vazquez, Chuqui, Sauvain, & Giménez,
2007).

En estudios inmunoldgicos se vio que el CAT puede contribuir a controlar la reaccion
inflamatoria cronica, debido a una reduccion de la proliferacion celular in vitro e in vivo de
células T (Calla-Magarinos, Giménez, Troye-Blomberg, & Fernandez, 2009; Calla-Magarifios,
Fernandez, Troye-Blomberg, & Freysdottir, 2013a; Calla-Magarifios, et al., 2013b). Pruebas en
macrdfagos murinos mostraron que la capacidad infectiva de promastigotes y amastigotes de L.

braziliensis se ve reducida en presencia de CAT (Quispe, 2012).

La exploracion sistematica de la relacién estructura-actividad de los productos naturales ha
llevado a una variedad de esfuerzos semisintéticos, donde los farmacéforos naturales definidos
proporcionaron un pedestal para la manipulacion sintética y se aprovecharon para mejorar el
potencial del compuesto (Nagle, et al., 2014). Es asi que, en este capitulo diferentes compuestos
fueron derivatizados sintéticamente de la cabeza de serie 2FQ (Ver Figura 19), para su analisis
bioldgico in vitro frente a diferentes cepas de Leishmania spp. en busca de un mejor

leishmanicida (Ver Anexo 7).
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Figura 19: Diferentes derivatizaciones en la 2FQ
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6.2. Resultados y Discusiones

En este capitulo se realizaron evaluaciones bioldgicas in vitro de 23 derivados sintéticos de
la 2-fenilquinolina (cabeza de serie) contra promastigotes de L. (L.) amazonensis (Lma), L. (L.)
aethiopica (L.ae), L. (V.) braziliensis (M2904 y L.bG, cepa nativa) y L. (V.) lainsoni (L.lan, cepa
nativa) y células HelLa; para determinar su actividad leishmanicida y citotoxica, los valores

obtenidos fueron comparados con los de la cabeza de serie.
6.2.1. Compuestos sintéticos.
En la Tabla 11 a continuacion, se encuentran los compuestos sintéticos con sus formulas y
pesos moleculares, los cuales fueron obtenidos y proporcionados por Ivan Limachi durante su
proceso de doctorado en la Universidad de Lund, Suecia. Incluye a Miltefocina y Anfotericina B

drogas de referencia utilizadas en este trabajo. La SQ1 (2FQ sintética), es la cabeza de serie.

Tabla 11: Descripcion de los compuestos sintéticos. C.S = Cabeza de serie; C = Control

N°  Cédigo Formula Peso R Codigo Férmula Peso
Molecular Molecular Molecular Molecular

CS 8SQ1 CisHuN 205.25 13 SQ20 C14H1sNO> 229.28
1 SQ2 CisHisN 219.28 14 SQ21 C19H17NO; 291.35
2 SQ3 Ci16H13NO 235.29 15 SQ22 CisHisN 185.27
3 SQ5 C2:HisN 281.35 16 SQ23 CuH17N 199.3
4 SQ6 C17H1sNO 249.31 17 SQ24 CigHwN 264.37
5 SQ9 C22H17NO 311.38 18 SQ33 C17H1sNO 249.31
6 SQ13 C17H1sNO> 265.31 19 SQ34 C22H17NO 311.38
7 SQ14 C1sH17NO> 279.33 20 SQ35 Ci16H13NO 235.29
8 SQ15 Ca3H19NO> 341.4 21 SQ39 C22H17NO 311.38
9 SQ16 C12H1uNO> 201.23 22 SQ43 Ci16H13NO 235.28
10 SQ17 C13H1sNO> 215.25 23 SQ44 CisHuNO 221.2
11  SQ18 CigH1sNO> 277.32 C  Miltefosina ~ CyHasNO4P 407.568

[ERN
N

SQ19 C13H13NO; 215.25 C Anfo B C47H73NO17 924.079
Peso molecular [g/mol]
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6.2.2. Actividad Leishmanicida y Citotdxica In Vitro.

De una bioprospeccion anterior se eligio a la Evanta, especie medicinal antiparasitaria
utilizada por distintas etnias en la amazonia boliviana. De esta se aisl6 la 2FQ (alcaloide
mayoritario) y se la derivatizo para ver si es fuente o no de mejores antiparasitarios, evaluandose
23 derivados sintéticos y la 2FQ tanto natural como sintética (SQ1), contra las 5 cepas de

Leishmania spp. antes mencionadas (Ver Anexo 7).

Es sabido que tanto el pronostico como el tratamiento de la leishmaniasis depende de la
especie involucrada en la enfermedad, esto debido a que hay diferencias en la sensibilidad de las
especies (Minodier & Parola, 2007). Durante este estudio la especie mas susceptible fue L.
braziliensis, lo cual fue reportado tambien por Antinarelli, et al. (2015), otros autores informaron
diferencias en la sensibilidad de las especies de Leishmania spp. a diferentes drogas de
referencia, incluyendo antimoniales pentavalentes (Tempone, et al., 2011); Anfotericina B (Fabri,
et al., 2012); Miltefosina (de Morais-Teixeira, et al., 2011) y extractos vegetales crudos o

purificados (Braga, et al., 2007).

Por lo tanto, se esperaba una sensibilidad diferente de estos parésitos a los compuestos
ensayados, lo que dificulta el analisis general. Para facilitar e interpretar mejor el efecto global,
planteamos el célculo de la actividad leishmanicida media (ML), un valor promedio de las Clso
frente a todas las cepas de Leishmania spp., como un indicador general para entender si hemos
mejorado la actividad bioldgica y algunos otros pardmetros en funcion a la cabeza de serie,
obteniendo o no mejores leishmanicidas. Asi, por ejemplo, los resultados obtenidos para las drogas
patron en este estudio muestran un comportamiento heterogéneo contra las diferentes cepas. Al
calcular la ML para Miltefosina se obtuvo un valor de 18.7+11.0 uM y 0.12+0.05 uM para
Anfotericina B (Ver Tabla 12).
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Tabla 12: Actividad bioldgica de las drogas control contra todas las cepas de Leishmania spp.

Lma L.ae M2904 L.bG L.lan ML
Clso uM
Milte  22.1+3.7 6.1+0.2  18.8+4.4 37.4+6.8 9.2+0.02 18.7+11.0
Anfo B 0.22+0.05 0.11+0.06 0.11+0.05 0.06+0.01 0.11+0.06 0.12+0.05

Cadigo

De igual forma se observo diferencias en la sensibilidad de las distintas cepas a la 2FQ
natural y sintética, obteniéndose una ML de 119.9 uM para la natural (2FQ) y de 126.4 uM para
la SQ1, con una variacién de error del 5%, mostrando un comportamiento general semejante (Ver
Tabla 13).

Tabla 13: Actividad bioldgica contra las cepas de Leishmania spp. de 2FQ y SQ1, con la ML

Lma L.ae M2904 L.bG L.lan ML
Clso uM

SQ1 174.3+43.9 68.7£23.5 149.5+71.6 94.7t4.4 144.8+43.8 126.4+38.7

2FQ  115.6+£23.5 123.9+42.4 129.6£35.0 106.7+40.1 123.9+30.6 119.9+8.0

Cadigo

Al tratarse de compuestos sintéticos, los resultados seran comparados con la SQ1,

considerandose mejor compuesto a aquel que tenga un valor de ML menor a 126.4 pM.

De los 23 derivados sintéticos 12 dieron una mejor ML lo que representa el 52.2% (Ver
Tabla 14), estos seran el foco de atencion en el posterior analisis, y 11 compuestos presentaron
una ML superior a la de SQ1 (Ver Anexo 7 y 8).

Ademas, se calcul6 un indice de Actividad Leishmanicida (IAL) (Legarda-Ceballos, et al.,
2015) dividiendo el valor de la ML de SQ1 entre las ML de los diferentes compuestos para ver
cuantas veces mejoraron en relacion al SQ1. EI compuesto més potente fue el SQ34 con una ML
de 13.1+4.1 uM y un IAL de 9.6 respecto a la SQ1. Seguido por el SQ15, que mejord en un
factor de 6.3 veces con una ML = 20.2+5.0 uM préximo a la Miltefosina; y el SQ39 con un IAL
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de 4.8 y una ML = 26.4+1.6 uM. EI SQ13 fue el compuesto con la menor mejora, con una ML =
106.6 UM y un IAL de 1.2 (Ver Tabla 14).

Tabla 14: Compuestos que mejoraron su ML en relacion a la SQ1

o , ML 1AL
N® Codigo o um (SQUISQ)
SQ1 126.4+38.7 1.0
1 SQ34 13.1+4.1 9.6
2 SQ15  20.245.0 6.3
3 SQ39 26.4+1.6 4.8
4 SQ9 27.3+5.9 4.6
5 SQ5 37.5+5.2 3.4
6 SQ21  46.8+19.8 27
7 SQ18 49.8+13.6 2.5
8 SQ2  528+125 2.4
9 SQ43 56.7+16.8 2.2
10 SQ33  61.5+16.9 2.1
11  SQ14 62.6+39.0 2.0
12 SQ13 106.6+44.5 1.2
Milte 18.7+11.0 6.8
Anfo B 0.12+0.05 1053.3

Posteriormente se realizaron pruebas de citotoxicidad contra células HeLa y se calcularon
los valores de IS. Algunos autores manejan valores de 1S>6 para antiparasitarios en compuestos
sintéticos (Leal, et al., 2013), para los cuales el valor de IS de la SQ1 seria tdxico. En Bolivia se
ha usado la Evanta en tratamientos de LC en humanos. Se sabe que funciona y no se reportaron
efectos colaterales o reacciones adversas. Ademas, Leishmania spp. es un parasito intracelular
obligado; cualquier leishmanicida prometedor debera pasar primero por la célula antes de llegar

al parésito (Sanchez, 2011).

El valor de DLso para SQ1 fue >400 UM, lo que indica que este compuesto no es citotdxico
para Hela, con un 1S>3.2, por lo tanto, un IS alrededor de 3 para este estudio es aceptado. Los
compuestos que tengan tanto una mejor ML como IS son considerados mejores leishmanicidas
que la cabeza de serie SQ1 (Ver Tabla 15).
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Tabla 15: Resultados de los compuestos mas activos con IS

o ML HelLa
N° Cadigo Clso M DLso M I.S.
SQ1 126.4+38.7 >400 >3.2
1 SQ34 13.1+4.1 34.2+112 2.6
2 SQ15 20.245.0 54.6+104 2.7
3 SQ39 26.4+16 67.4+286 2.6
4 SQ9 27.3+5.9 >400 >14.7
5 SQ5 37.545.2 >400 >10.7
6 SQ21 46.8+19.8 58.3+13.4 1.2
7 SQ18 49.8+13.6 132.9+10.3 2.7
8 SQ2 5284125 149.0+255 2.8
9 SQ43 56.7+16.8 114.1+246 2.0
10 SQ33 615+16.9 174.8+49.4 28
11 SQ14 62.6+£39.0 >400 >6.4
12 SQ13 106.6+44.5 323.0+26.8 3.0
Milte 18.7411.0 444141 24
Anfo B 0.12+0.05 38.2+16.5 381.5

Tanto la SQ1 (2-fenilquinolina) como la SQ43 (4-metoxi 2-fenilquinolina) son alcaloides
que se encuentran en la planta G. longiflora en forma natural (Ver Figura 20). El SQ43 es mas

activo en un factor de 2.2 veces que la SQ1, sin embargo, més citotdxico con un IS = 2.0.

Se plante6 sustituir el proton de la SQ1 en la posicion 4 por un grupo metilo (SQ2)
observandose una mejora semejante a la SQ43 con relacién a la SQ1, con un factor de 2.4 veces,
sin embargo, aln es un compuesto citotoxico con un IS de 2.8. Al sustituir el proton por un fenilo
(SQ5) en la posicion 4 la actividad mejora mucho méas con un IAL de 3.4 y un 1S>10.7. El
cambio de protdn por fenilo vuelve al compuesto méas potente y mas selectivo, convirtiéndolo en

mejor leishmanicida (Ver tabla 15y Figura 20).

Posteriormente se inserté un grupo metoxilo en el fenilo de la posicion 2 esto aumentd la
actividad incluso por encima de la del SQ5, también se observé que la posicion del metoxilo
(para-SQ9, orto-SQ34 o meta-SQ39) influye en la mejora de la actividad. La sustitucién en

“orto” incrementa la actividad 9.6 veces con relacion a la SQ1; y en posicidon para 0 meta

76



Maestria en Ciencias Biologicas y Biomédicas

aumenta en aproximadamente 5 veces. Sin embargo, no parece haber una mejora significativa en
cuanto a la citotoxicidad en los compuestos SQ34 y SQ39. La sustitucion en la posicion “para”
(SQ9) mejord 5 veces tanto la actividad como la selectividad, convirtiéndolo en el mejor
compuesto leishmanicida. De los 12 compuestos seleccionados el SQ9 fue el més selectivo con el
valor més alto de 1S>14.7 (Ver Tabla 15 y Figura 20).

En los andlogos con metilo en la posicion 4 se pudo apreciar mejor el hecho de que la
posicion del metoxilo (para-SQ6 y orto-SQ33) en el fenilo de la posicién 2 hace que haya una
diferencia de actividad entre los compuestos. EI SQ6 (equivalente al SQ9) fue inactivo con una
ML de 217.7456.7uM vy presentd citotoxicidad con un IS = 1.3 (Ver Anexo 7 y 8), siendo un peor
compuesto en relacion a SQ1. EI SQ33 (homologo del compuesto méas potente el SQ34) tuvo una
mejora en la actividad con un IAL de 2.1 veces en relacion al SQ1, pero mucho mas débil que
SQ34, y fue tan citotoxico como el SQ34. Esto nos muestra que la insercion de metilo en
posicion 4 disminuye la actividad, lo contrario al insertar un fenilo incrementa la actividad lo cual

es importante para llegar a mejores compuestos antiparasitarios (Ver Tabla 15 y Figura 20).

Al insertar 2 grupos metoxilo en posicion di-orto en el fenilo de la posicion 2, se pudo
observar en SQ15 una buena actividad con un IAL = 6.3, pero menor en relacion a SQ34 que
tiene un solo grupo metoxilo, y con similar citotoxicidad. EI SQ14 se volvi6 2 veces mas activo y
2 veces menos citotdxico, o sea que cuando reemplazamos el fenilo de la posicidn 4 por metilo y
se tienen 2 metoxilos en posicion di-orto del otro anillo, se mejora el IS, pero disminuye la

actividad bioldgica (Ver Tabla 15 y Figura 20).

Los compuestos 2, 3 sustituidos fueron inactivos (Ver anexo 7 y 8). De los compuestos 2,

3, 4 sustituidos, los con fenilo en posicion 4 (SQ18 y SQ21) fueron activos (Ver Figura 20).

Varios derivados de quinolina aislados de recursos naturales o preparados sintéticamente
son significativos con respecto a la quimica médica y el uso biomédico mostrando diversas
actividades como antitumoral (Bassyouni, Abu-Baker, Mahmoud, & Moharam, 2014; Caprio, et
al., 2000; Mikata, et al., 1998); antifungica (Kouznetsov, et al., 2012; Musiol, et al., 2006;
Vargas, et al., 2003); antimicrobiana (Eswaran, Adhikari, & Shetty, 2009; Musiol, Magdziarz, &
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Kurczyk, 2011; Narender, et al., 2006); antituberculosa (Nayyar, Monga, Malde, Coutinho, &
Jain, 2007; Senthilkumar, et al., 2009) antipaludica (Franck, et al., 2004; Mullié, et al., 2014);
anticonvulsionante (Guo, Wei, Jia, Zhao, & Quan, 2009; Muruganantham, Sivakumar,
Anbalagan, Gunasekaran, & Leonard, 2004); y antiinflamatoria (Calhoun, et al., 1995; Clemence,

et al., 1988) entre otras.

Hay varios reportes de actividad leishmanicida de quinolinas 2 sustituidas: contra
promastigotes de L. donovani (Desrivot, et al., 2007; Vieira, et al., 2008); 6-etil-2-fenilquinolina
contra amastigotes de L. braziliensis (Bompart, et al., 2013); y contra promastigotes y
amastigotes de L. amazonensis (Coimbra, et al., 2016), y en modelos in vivo (Fournet, et al.,
1996).
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6.3. Conclusiones

23 derivados sintéticos
Evaluacion contra 5 cepas de Leishmania

.

11 sin 12
mejora mejoran

6 promisorias
Profundizar estudios

Para los 23 derivados sintéticos se calcul6 el indice de Actividad Leishmanicida (IAL) para
ver la mejora en relacién a la 2-fenilquinolina (SQ1) cabeza de serie, 12 compuestos mejoraron la
actividad, lo que representa el 52.2 %; siendo los tres compuestos mas importantes el SQ34 con
un IAL de 9.6 y un IS de 2.6; el SQ15 con un IAL de 6.3 y un IS de 2.7; y el SQ39 con un IAL
de 4.8 y un IS de2.6. Por lo general, las quinolinas activas fueron las 2,4-sustituidas, y
principalmente las con fenilo en la posicion 4. La mayoria de las sustituciones 2,3 y 2,3,4 dieron

compuestos inactivos.

Sobre la base del indice de Selectividad (IS) fueron elegidos otros 3 compuestos (13 %)
que mejoraron también su actividad, pero sobre todo su selectividad: el SQ5 conun IAL de 3.4y
un 1S>10.67; el SQ9 con un IAL = 4.6 y un 1S>14.65; y el SQ14 con un IAL de 2 y un 1S>6.4.

Se recomienda realizar estudios méas profundos con estas 6 moléculas en amastigotes
intracelulares y en modelos in vivo; asi como, estudios en cuanto a sus posibles mecanismos de
accion, farmacocinética y farmacodinamia, debido a que son moléculas prometedoras para el

tratamiento de las leishmaniasis.
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Anexo 1: Actividad antiprotozoaria de las 109 especies en estudio (202 extractos crudos) contra epimastigotes de T. cruzi y

promastigotes de Lma: L. amazonensis y M2904: L. braziliensis. Los nombres cientificos fueron confirmados en International Plant

Name Index database (IPNI). Orden alfabético segun Nombre Tacana.

Nombre Nombre i < T.cruzi Lma M2904
Ne° Tacana/ Cientifico/ Uso Tacana ?::)tlle(z)c(tj; e(\?arlgua; doo cl mi
Voucher Familia 50 Hg/m
Jacaranda .,
Acaranda NN Infeccion S 14°21'917"
1 As-002  cuspidifolia Mart urinaria. W 67°33781" C >100 >100 >100
Bignoniaceae
e Urera laciniata Reumatismo
Adjadja . ’ S 14°22'619"
2 NM-060 Wedd. resfrioy W 67°33'906" H, R >100 >100 78.8%1.3
Urticaceae arrebato.
- Solanum
Adjadja tse caricaefolium Granos en la S 14°21'970"
3 ay ol oA F >100 >100 >100
AS-022 Rushy piel. W 67°34'083
Solanaceae
Ahycha Smallanthus cf. Fiebre, malestar
siegesbeckia (DC.) general, mal de S 14°21'777"
4 Ahycha H. Rob. ojosydolorde W 67°33730" Fl >100 >100 >100
AS-079 g
Asteraceae estdbmago.
o Am NeRclobud Pl sy F G i 00
AS-103 Nyctaginaceae violeta. W 67733906 R >100 >100 >100
Himatanthus Dolor d C 96.9+3.1 >100 63.6+£13.7
5 Aqui baba sucuuba (Spruce) muzc?Jrlose S 14°21779"
AS-005 Woodson Horidas Y we7°34'123" H >100 84.3+43 26.2+16.3
Apocynaceae H >100  84.8+7.1 52.3+12.1
7 Aqui djabi Corchorus Antidiarreico S 14°21'960" T >100 >100 >100
AS-046 orinocensis Kunth ' W 67°33'822" R >100 >100 >100
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Tiliaceae Ra >100 >100 >100
H >100 >100 >100
o o I >100 >100 >100
; Aqui djawa Lantana ff. trifolia Vo;/n:jtgls(,)rpgzmo S 14°91794" Ra >100 >100 >100
AS-008 Verbenaceae cadera. W 67°33'755 H 22.1+2.3 17.9+0.5 23.2+1.8
T >100 >100 >100
9 Aqui djewe Psychotria sp. Epilepsia S 14°21'965" H >100 >100 >100
AS-045 Rubiaceae priepsia. W 67°33'835" R >100 >100 >100
10 Aqui tima Myrcia sp Dolor de S 14°21'408" H >100 >100 >100
AS-007 Myrataceae. estdmago. W 67°34'770" R >100 >100 >100
11 Aqui tseru ﬂe%;i‘;e;sgby Diarrea y dolor S 14°21'429" H >100 >100 >100
AS-080 Ochnaceae de estdbmago. W 67°34'621 R >100 >100 >100
Schefflera
) C >100 >100 >100
12 Arana aqui nh%%roljiorté)nslt(eAgFr:;) Hemorroidesy S 14°21'333"
AS-053 guire, Steyerm. dolor de cadera. W 67°34'649"
& Frodin H 50.0+13.9 76.8+3.9 43.7+16.2
Araliaceae
. . Heridas
Atarisi tse ai Cyathea sp. . ’ S 14°22'650"
B aso01 Cyatheaceae d'gafl‘;tg; Y weraqsozr  © >100 >100 >100
Atarisi Adiantum cf. omAIEaon
14 Huachidhi latifolium Lam. Hlé’lngffe ﬁ'g;? VSV%“?%%%% H,R,Ra  >100 784433  250%2.2
NM-054 Adiantaceae piely '
Para _ R >100 >100 >100
s Bacuaetse  Scoparia dulcis L a;g?ﬁglg%‘;j;io S14°21583"  H,F 40.8+40 239+41 251#12
AS-068 Scrophulariaceae W 67°33'388"
y para dolor de Ra >100 >100 53.2+3.4
cabeza.
) - Dolor de
Bacua ina Pharus latifolius L. , S 14°21'408"
16 aso11 Poaceae d‘?smmago’ W 67°34'770" H >100 >100 >100
isenteria 'y
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picadura de
vibora.
Hippeastrum
17 Bacua rudhu  puniceum (Lam.) Antifinaico S 14°22'154" B 85.0+3.6 79.1+10.6 >100
NM-061 Kuntze gIco- \w 67°347218"
Amaryllidaceae 91.4+0.9 >100 >100
- Heliotropium . + +
18 Bacua tidja indicum L. Lr;fﬁgfl';g S 14°22'171" HT >100 286«6.7  2l1xl7
.y W 67°34'081"
- > > >
AS-109 Boraginaceae vomitos. I 100 100 100
Cochlospermum sp.  Fortificante de S 14°21'988"
19 Bata Cochlospermaceae  nifios enfermos. W 67°34'051" ¢ >100 >100 >100
- Andropogon . , N H >100 >100 >100
Batsuno tidja . . Antiinflamatorio S 14°21'974
20 AS-035 bicornis L. y hemia, W 67°34'112" T >100 >100 >100
Poaceae Ra >100 >100 >100
Talinum S >100 >100 >100
Bechuina  paniculatum (Jacq.) Fiebre yhongos S 14°21'967"
21 AS-110 Gaertn. de la piel. W 67°33'764" H 8482125 662+29 41571
Portulacaceae R >100 93546  93.0+1.0
Alocasia
Bes'a bes'a ! Hongos de la on1aAQ
22 ejijetaraina  macrorrhizos (L.) piel e S 14°21949" Ra >100 >100 >100
G. Don . . W 67°33'753
AS-096 inflamacion.
Araceae
Diarrea, tétanos,
Genipa americana  heridas, caries, om A
23 Bi L. para tefiir la piel > 14 021 .949 " C >100 >100 >100
: W 67°33'753
Rubiaceae y ropa de color
azul.
” Buata Cydista sp. irmglrr?;c%ﬁ Se S 14°22'155" HT >100 >100 >100
AS-116 Bignoniaceae amigdalas. W 67°34222" Ra >100 >100 >100
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’s buijuuid(Ji;Jewe Costus arabicus L. D%Ic())r: ?iee t():;alebgza S 14921'967" H >100 69.6£0.4  83.1+16.9
0 ] "
AS-016 Costaceae hinchazon, W 67°33'764 T >100 >100 >100
Buinapaqui Guarea Diabetes, diarrea S 14°22'492"
26 AS-051 macrophylla Vahl y antiparasitario. W 67°33'880" C 69.2+17.5 52.2+40  38.4+1.7
Meliaceae
Calycophyllum
. spruceanum . .
Buwe aqui Diarrea, acney S 14°21299"
27 AS-114 (Benth.) Hook.f. ex rasquifia. W 67934'623" C >100 >100 >100
K.Schum.
Rubiaceae
Tessaria
28 Cawuara integrifolia Ruiz & Picaduraderaya S 14°22'048" H 585¢18.2 542496 316£10.2
AS-014 Pav. y leishmaniasis. W 67°34'064"
Asteraceae R >100 78.5+4.0  58.615.4
Infeccién
. intestinal, dolor H >100 95.4+2.9 88.319.5
Pendiente - 0nq 171 AN
29 Cawuasha identificacion de estomago, S 14°21'716
botanica cabeza, malde W 67°33'632"
ojo y fiebre Ra >100 >100 >100
amarilla.
Scleria cf.
Cawuasha macrophylla J.Presl . S 14°22'155" H >100 >100 >100
30 baba & C.Presl| Fiebre. W 67°34'222"
NM-064 ' Ra >100 >100 >100
Cyperaceae
Diarrea con
Cepa de Heliocarpus sangre (resfrio), S 14°22'154"
31 caballo americanus L. mordedura de oo A1 O Ra >100 >100 >100
- . W 67°34'218
AS-021 Tiliaceae serpiente y para
pulmones.
Chadhi aqui Hirtella bullata oy 11a k1
32 shaka Benth. S;rralfnf‘joy \%16“7%236%13 C >100 >100 >100
AS-023 Chrysobalanaceae P '
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Porophyllum H >100 >100 >100
Chadhi ina ruderale (Jacq.) S 14°21'611" T >100 >100 >100
3 NM-024 Cass. Para caracha. -\ 67033:448"
Asteraceae Ra >100 >100 >100
Antiparasitario,
Jacaranda glabra dolor de
Cheperequi (DC.) Bureau &  estdmago, sarna, S 14°21'558"
3 As-120 K.Schum. rasquifia, W 67°34477" ¢ 816+4.6  29.8436 17427
Bignoniaceae leishmaniasis y
carachas.
Phytolacca H, E >100 58.2+7.7  41.240.1
Chiwuama  rivinoides Kunth & S 14°21'994"
B As-020 C.D.Bouché Verrugas. -y g7°34:053" T >100 >100 >100
Phytolaccaceae Ra >100 >100 >100
36 Chu?rt]):rere Dioscorea sp. Presion alta y S 14°22'028" H >100 >100 >100
AS-030 Dioscoreaceae mareo. W 67°34'088" T >100 76.7+1.8 87.5+0.1
o Rifiones
. ) P >100 37.9+29 33.7+11.6
37 Cuatro cantos PIucheLaezggntahs inflamacion de S 14°22'048"
AS-038 Asteraceae higado, corazon W 67°34'064 H 408454  68.6+03 55.3+137
y vesicula.
. Prostata
Dhiji Spondias sp. RO S 14°21'439"
38 . sabafion y oA AT C >100 >100 >100
AS-018 Anacardiaceae antiparasitario. W 67°34'707
Phlebodium
Dhutida decumanum Vesiculay S 14°21'967"
39 AS-040 (Willd.) J. Sm. cicatrizante W 67°33'764" L >100 >100 >100
Polypodiaceae
Antiinflamatorio
D'ije badju Celtis iguanaea , caracha, S 14922048"
40 quida (Jacq.) Sarg. vesicula, W 679331764" H >100 59.3+t3.6  76.8£10.0
AS-026 Ulmaceae hemorragia de la
mujer y
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fortificante post

parto.
Djeruina  Tilesia baccata (L.) S 14°21'716" H >100 >100 92.7+1.3
41 . Para orzuelo. 0maIRnaN
AS-039 Pruski Asteraceae W 67°33'632 Fl >100 >100 >100
Djipicu Bocageopsis sp.  Infeccionesde la S 14°21'428"
42 AS-086 Annonaceae piel. W 67°34'626" H 28304 37.9+62 19.1x23
Djududu Philodendron
1A 0 [} "
43 huatsi camposportoanum . Inflamacion de S 14°21299" H 925408 812452  >100
G.M. Barroso rinones. W 67°34'623
AS-042
Araceae
Euterpe Antiparasitario,
44 Ebid'a jaja longevaginata fortificante, para S 14°21'627" Ra >100 >100 >100
AS-009 Mart. fiebre e W 67°34'450"
Arecaceae hinchazon. H >100 >100 >100
Porophyllum Hongos, granos
45 Ebus'a ina ruderale (Jacq.) de lacaray S 14°21'820" H, P >100 >100 83.843.0
AS-043 Cass. leishmaniasis W 67°33'692"
Asteraceae (ulceras). R >100 >100 >100
Para dol
S eulares R >100 5100 30.6+7.8
46 Ejije bid'u Pendiente quemaduras’ S 14°21299"
AS-003 Euphorbi o 67°34'623"
Hphorblaceae rasquifiay 0/ o023 H 124405  17.8:04  13.3+4.1
cicatrizante.
Enredadera Pendiente S 14°21'904"
47 TpAs-047  Leg.papilionoideae Hongos. W 67°33'827" Ra 999:0.1  >100 >100
48 Etid'equi Vltez)z:yggfesr?gBert. Antidiarreicoy S 14°21'428" H >100 >100 59.3£1.1
- ' 0 ' "
AS-102 Lamiaceae coqueluche. W 67°34'626 R >100 >100 39.0+30.6
. Asplenium serra
Etsau ina ) Para fracturade S 14°21'439"
49 AS-095 Langsd. & Fisch. UESOS. W 67934'681" T >100 >100 >100

Aspleniaceae
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. Pendiente 09170A"
50 Evzrgtiilgr;eja identificacion Antiparasitario. VSV1647°2314'7190%" C 67.5+£7.6 68.8+9.2 57.7+13.0
botanica
i6 H >100 >100 86.0+0.4
Guapurosillo Solanum Infeccion ¢ 4 10511959~
51 AS-052 americanum Mill. estomacal y W 67°33'764" T >100 >100 >100
Solanaceae enema. F >100 >100 >100
5 H'esrl?:rtdee la Ocotea sp. Virices S 14°21'465" H >100 744104  79.4+9.9
AS-056 Lauraceae W 67°34'467" C >100 >100 >100
Huabu Quere Erythrochiton Infecciones de la S 14921'434" C >100 >100 >100
53 Ina fallax Kallunki ol W 67934744
AS-057 Rutaceae PIET €N perros. H 85.8+8.7 >100  55.5+16.2
Asemeia gcuminata H 97.7+2.3 62.0+0.3 46.2+0.5
g4  Huacanqui - éV\F/’Ia:;(tjé)re g  Paranervios, S 14°21'996" Ra 91519  >100 >100
NM-113 ' J R Abbott tranquilizante. W 67°34'037" T >100 >100 >100
Huanu Huanu . Diarrea
. Siparuna sp. ’ S 14°21'931"
55 equi Monimiaceae coqueluche y W 67°33'761" C >100 >100 >100
AS-050 tos.
Hueruru Lunania parviflora e ionesdela S 149217299" H >100 >100 >100
56 Spruce ex Benth. . o A
AS-115 Elacourtiaceae piel. W 67°34'623 R >100 >100 >100
Stachytarpheta
57 Huira huira  cayennensis (Rich.) ;gln %?;r?SaI?/ S 14°21'820" T >100 >100 >100
AS-112 Voroe ?g'ceae vomitos, V07733692 Ra 5100 282430  65.6+19.0
, . Hyptis brevipes
Id'ene eidhue . . N S 14°21'630"
58 : Poit. Antiparasitario. AL H 14.6+3.2 13.1+1.0 5.3+0.4
AS-055 Lamiaceae W 67°33'496
Croton hirtus
Id'ene shaka : Dolor de S 14921'715"
% As-006 L Her. dientes. W 67933'629" H >100 >100 >100

Euphorbiaceae
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Senna hirsuta (L.)

s naPaque HSIwin& oL S 1421%660" H >100 >100 >100
AS-044 Barneby P © W 67°33'540" T 100 100 483477
Caesalpiniaceae e
Senna hirsuta (L.) Hongos de Ia
Inama aqui H.S.Irwin & . . S 14°21'843"
61 AS-069 Barneby p|eI1 pitai y W 67934'106" H 92.4+7.7 67.8t0.6 62.0£14.8
L prostata.
Caesalpiniaceae
_ Senna pendula H >100 >100  87.646.2
62 Inama ina (Willd.) H.S.Irwin Hongos de la S 14°21'820"
AS-058 & Barneby piel. W 67°33'692" Ra >100 >100 >100
Caesalpiniaceae
63 Japauro Thalia gLenICUIata Papr:s?:]?:)r;e);als’ S 14°22'688" T 45.4+3.9 S1.7+71.5 22.7£2.3
AS-083 Marantaceae cicatrizante. W 67733957 Ra 29.04¢5.1 295451  17.6+0.8
- Stigmaphyllon 09119O7"
Jariri djere . Ardor S 14°21'907 .
64 AS-015 strlgosym_A.Juss. estomacal. W 67°33'745" Ci 82.3+17.7 >100 >100
Malpighiaceae
Macfadyena uncata .
Jynu (Andrews) Sprague Diarrea con S 1491'636" H >100 >100 >100
65 Huidudu & Sandwith sangre (resfrio) W 67934"236"
AS-063 : : y mal de ojo. R >100 78.0+8.2 >100
Bignoniaceae
Juracuayana  Swartzia myrtifolia _ S 1492 1'404" H >100 >100 83.6+7.3
66 equi Sm. Hernia. W 67934758"
AS-066 Caesalpiniaceae C >100 >100 >100
Rasquifia,
Kipabi tid'i Aspidosperma sp. golpes, S 14°21'583"
67 AS-048 Apocynaceae paludismo y W 67°33'388" c >100 >100 >100
hemorragias.
Antiparasitario P
Kuabadhu Cedrela sp. . S14°21'917
68 AS-019 Meliaceae caracha, para el W 67°337781" C 59.0+24.0 36.8+2.8  18.2+15

sobreparto y/o

113



Maestria en Ciencias Biologicas y Biomédicas

hemorragia de la

mujer.
: . Hemorroides e
Kuatsui Erythrina sp. . - S 14°21'967"
69 AS-020 Fabaceae mfe;:ecCl;)On del W 67933'764" C 70.915.4 28.6+£3.8 30.5£7.9
Amebiasis, mal
Majo Oenocarpus sp. de pulmon, S 14°21'434"
70 AS-067 Arecaceae higado, fiebrey W 67°34'744" H >100 >100 >100
para el cabello.
_ Ergchtites o H >100 75.9+2.2  84.0+5.2
e A ST L A S R
AS-071 seh.p W 67°33'692" P >100 >100 >100
ex Spreng.) Griseb. granos.
Asteraceae T >1OO >1OO >1OO
Midha Nectandra s Colico de nifios S 14°21'299"
72 dhahua P o =2 H >100 >100 >100
Lauraceae y fortificante. W 67°34'623
AS-072
Para arritmias,
Mue sumo  Eryngium foetidum heridas, S 14°21966" Ra 53.4%156  30.5t33  13.4£2.3
73 ina L. cortaduras y W 67°33767"
AS-075 Apiaceae picadura de H, T 33.1#9.0 11.7¢0.01  37.64.6
raya.
o Anthurium croatii Para que los
Mutiru ina . o S 14°21'949"
74 AS-097 Madison nifos ap_rendan W 67°33'753" Ra >100 >100 >100
Araceae a caminar.
oo MOCheQHfigkéfe, H >100  63.9+24  14.1%3.9
cimum carnosidad de onmiA ELn
o5 Nahuarau . o Willd. 0joy S 14°22155" T >100 25.8+6.6  9.8+1.2
AS-077 Lamiaceae estimulante de W 67734222
leche Ra 99.2+0.8  28.8#8.7 12515
76 Naiqui, Naiki OtOb?l\zgrf(a:\;'fO"a Cicatrizante y S 14°21'949" C >100 >100 >100
AS-049 ar. para mordedura W 67°33753"
A.H.Gentry

114



Maestria en Ciencias Biologicas y Biomédicas

Myristicaceae

de animales en

Perros.
T,H >100 >100 >100
Naru naru Amaranthus Hongos de la I H >100 >100 >100
- . . S 14°22'035
77 id'ene spinosus L. piel e W 67°34'010" I >100 >100 >100
AS-076 Amaranthaceae inflamacion. T,R >100 >100 >100
Ra >100 >100 31.7+£12.6
Chamaesyce
Nuriri ina hyssopifolia (L.) Conjuntivitisy S 14°21'611"
8 NM-078 Small cataratas. W 67°33'448" H, R >100 >100 63.7+23.0
Euphorbiaceae
P Abuta grandifolia Infeccion 0911424" T >100 >100 >100
79 ng_r(l)g;]a (Mart.) Sandwith intestinal y de la VSV1647°2314?7342"
go  Faajaja Carlcaggocarpa Vomitosy S 14°22647" 1 p >100 >100 >100
AS-081 . tullidos. W 67°33'935" ’
Caricaceae
salaci Reumatismo,
. valacla resfrio Ra 35.5+11.9 21.6+1.6  9.3+0.2
81 Panu impressifolia calambre’s e S 14°22'410"
AS-031 (Miers) A.C.Sm. impotencia W 67°34203" c 00 00 81.645.2
>1 >1 1.615.
Celastraceae masculina.
Smilax fluminensis Para rifiones
Papa huana . ' S 14°21'934"
82 AS-012 _Steud. vesicula 'y W 67°34'103" Rp >100 >100 >100
Smilacaceae pulmones.
Pendiente 0n110R"
83  Penoco identificacion Hongosdela S 14°21969" c >100 >100 >100
hotani piel. W 67°33'746
otanica
o Iresine diffusa | 192451  305+7.1  11.1#25
84 Quid'ijuno  Humb. & Bonpl.ex  Hongos de la S 14°22'035"
AS-065 Willd. piel. W 67°34'010" T,R >100 >100 >100
Amaranthaceae Ra >100 >100 >100
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H 34.2+9.9 37.3t14 29.4+2.5
Rauqui Chomelia sp. Infeccion S 14°21'763"
8 Aso13 Rubiaceae urinaria. wereasoron PR >100 >100 >100
R'i baba, Priva lappulacea Picadurade S 14°22'619" H 154430 13.9#3.0 16.0+14
86 ridna insectos. W 67°33'906"
ridhaAS-089 Verbenaceae ' T >100 >100 >100
. Priva lappulacea  Para diarrea con —
Riba S 14°22'155
87" ribayAs-090 Sangrey -y g7e3g0n  Fe >100 >100 >100
Verbenaceae vesicula.
Hybanthus
R'idha r'idha biacuminatus R H R >100 >100 >100
. Dolor de S 14°22'155
88 de otro tipo (Rusby) Schulze- espalda W 67°34'229"
AS-091 ' Ra >100 >100 >100
S'apuraqui . 0r 114N
o i Swotscere intesinal,  Wepsenye  © 100 sBasli 100
AS-092 P '
% Sauce Salix humboldtiana b4 s de S 14°22'048" >100 >100 >100
- 0 ' "
AS-093 Salicaceae raya. W 67°34'064 R >100 >100 >100
Antiparasitario,
Zingiber officinale _ diarreacon
01 S'aute sangre (resfrio), S 14°22'099" Ry >100 >100 >100
UjaAS-085 I calambres y W 67°34'113"
Zingiberaceae
dolor de
estdmago.
0 S'”?r?;ero Infecciones de la S 14°21'441" H >100  14.8+24  93.0+4.4
AS-094 Lamiaceae piel. W 67°34'711" H 76.0¢0.3  37.7+3.3  79.7+14.9
Stite midja IS Coerulescens -y o adurade S 14221969" H >100 >100 >100
9 “asozz  (Rusby) Rossberg huesos W 67°33764"
Moaraceae ' R 34.0t1.6 23.6£3.8 84.5%£15.6
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hinchazén y
hernia.
Stachytarpheta Rifiones, orina H >100 >100 97.0£3.1
94 Stite tidha  cayennensis (Rich.) color café, dolor S 14°22'155" IR >100 77 8492 >100
AS-034 Vahl de cabeza, fiebre W 67°34'222"
Verbenaceae y arrebato. Ra >100 >100 >100
Sujo Imperata sp. ] S 14°22'099" T >100 >100 >100
B As-008 Poaceae Mal de oidos. 57034113 P >100 >100 >100
Tahuamidha ~Cecropiact S 14°22%678" >100  97.4%32  88.4:11.0
96 AS-004 concolor Willd. Carachas. W 67°34'308"
) Urticaceae T, R >100 >100 >100
. Conjuntivitis,
g7  Tanurinuri Cha(lrff;le&%mg e cataratas y S 14°21'847" H >100 >100 75.1+11.6
AS-101 ST i W 67°33'828"
510 Euphorbiaceae d"’;‘;]e;gon 67733828 T,R >100  555t14.6 38.9+4.1
Infeccién
urinaria, H 22.5+6.8 29.7£1.1 9.8+0.8
98 Tapacha ina Hylgt_lshmuéa_b llis prosta;]ta, S 14°22'007"
AS-088 (Rich.) Brig, caracha, —\ 67034004" T >100 5100 92.247.9
Lamiaceae leishmaniasis,
vomitos, diarrea Ra >100 97,842 3 >100
y arrebato.
99 Tara Jatropha curcas L. Empeine y S 14°22'492" H >100 69.4+6.1  51.8+12.9
AS-036 Euphorbiaceae sarna. W 67°33'880" T, Ra >100 >100 >100
) F 38.5+2.4  17.6x1.8  43.5+0.3
100 Teini tumati PhysallsLanguIata Malaria, fiebrey S 14°21'967" H, R 349+6.3  43.0+£3.1  52.4+6.8
- ' 0 ' "
AS-105 Solanaceae caracha. W 67°33"764 Ra >100 >100 >100
H 55.9+48.6 72.4+10.1 41.3+04
iopi i i6 H 88.3+9.0 >100 34.6+0.2
Toronjl Lippia alba (Mlll.) Presion alta y S 14°92'124"
101 N.E.Br. ex Britton dolor de om 1A oA T >100 >100 >100
AS-106 : ; W 67°34'161
& P.Wilson estomago. | >100 96.6+3.5  79.4+20.6
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Verbenaceae Ra 83.7+3.2 18.945.7 13.8+2.1
. Justicia cf. comata : v H >100 >100 >100
o Tgrem Ul Dy SHRLS R Lw o ow
Acanthaceae ' Ra >100 >100 >100
o Scleria arguta Calambres y °©91'74" T >100 >100 >100
103 gg'gg; (Nees) Steud. para esterilizar VSV1647°2314917142
Cyperaceae mujeres. Ra >100 >100 >100
104 Tumi Pendiente Antiparasitarioy S 14°21'967" Re >100 >100 >100
Palmae fortificante. W 67°33'764" Ri >100 >100 >100
Geophila H >100 >100 >100
105 Tumu juno macropoda (Ruiz  Infeccionesde la S 14°21'966"
NM-074 & Pa\_/.) DC. ufia. W 67°33'766 T Ra >100 >100 >100
Rubiaceae
Iresine diffusa . H >100 >100 84.4+1.9
. Para nifios con
Turuidene  Humb. & Bonpl. ex s S 14°21'691" T >100 >100 >100
106 As-107 willd. d'f::r‘#itﬁgrde W 67°34'132"
Amaranthaceae ' Ra >100 >100 >100
_ Tabebuia
+
U(_JIhu_rl.qm serratifolia (Vahl) - S 14°21'434" H >100 >100 73.8+11.6
107 idhiria G Nicholson Fortificante W 67034'744"
AS-100 N . T >100 >100 45.6+38.8
Bignoniaceae
. Nicotiana cf.
Umas'a ina Para madurar S 14°21'949"
108 AS-099 tabacum L. granos. W 67°337753" Pe >100 >100 >100
Solanaceae
Yuhua equi Astronium sp. Para el aire de S 14°22'370"
109 AS-059 Anacardiaceae 0jo. W 67°34'251" ¢ >100 >100 >100
Drogas de referenciay controles naturales
Nifurtimox 1.8+0.2 ND ND
Benznidazol 10.5+2.5 ND ND
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Alcaloides Totales de Corteza (CAT) de Evanta 19.3+3.1  20.1+25  18.6%2.2
2-fenilquinolina (2FQ) 25.6+5.7  23.7459  26.6+8.8

Miltefosina ND 10.0+2.4 6.7+1.8
Anfotericina B ND 0.2#0.1  0.15+0.03

ND = No Determinado

Nota: B: Bulbo; C: Corteza; Ci: Corteza interna; E: Espinas; F: Frutos; FI: Flores; G: Guia interna; H: Hojas; I: Inflorescencia; L:
Liana; Pe: Planta entera; P: Polen; R: Ramas; Ra: Raiz; Re: Raiz externa; Ri: Raiz interna; Rz: Rizoma; Rp: Raiz con puas; S:
Semillas; T: Tallo
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Anexo 2: Especies vegetales activas para Trypanosoma cruzi, N° proviene de Anexo 1.

Organo T.cruzi
evaluado  Clso pg/ml
Especies vegetales muy activas

N° Nombre Tacana Nombre Cientifico

8 Aqui djawa Lantana cf. trifolia H 22.1+2.3
46 Ejije bid'u Pendiente H 12.4+0.5
58 Id'ene eidhue Hyptis brevipes H 14.6£3.2
84 Quid'i juno Iresine diffusa I 19.2+5.1
86 Ri b?ﬁﬁ;a”dha Priva lappulacea H 16.0£1.4
98 Tapacha ina Hyptis mutabilis H 22.5+6.8

Especies vegetales con moderada actividad

12 Arana aqui Schefflera morototoni H 50.0£13.9
15 Bacua etse Scoparia dulcis H, F 40.8+4.0
37 Cuatro cantos Pluchea sagittalis H 40.8t5.4
42 Djipicu Bocageopsis sp. H 28.3x0.4

: : T 45.4+3.9

63 Japauro Thalia geniculata Ra 20,045 1
73 Mue sumo ina Eryngium foetidum H T 33.1+9.0
81 Panu Salacia impressifolia Ra 35.5+£11.9
84 Quid'i juno Iresine diffusa H 34.249.9

- . . F 38.5+2.4

100 Teini tumati Physalis angulata H. R 34.946.3
Nifurtimox 1.8+0.2

Benznidazol 10.5+£2.5

CAT 19.3+3.1

2FQ 25.615.7
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Anexo 3: Especies vegetales activas para L. amazonensis (Lma), N° proviene de Anexo 1.

Organo Lma
evaluado  Clso pg/ml

N° Nombre Tacana Nombre Cientifico

Especies vegetales muy activas

8 Aqui djawa Lantana cf. trifolia H 17.9+0.5
15 Bacua etse Scoparia dulcis H, F 23.914.1
46 Ejije bid'u Pendiente H 17.8+0.4
58 Id'ene eidhue Hyptis brevipes H 13.1+£1.0
73 Mue sumo ina Eryngium foetidum H T 11.7+0.01
81 Panu Salacia impressifolia Ra 21.6+1.6
86  R'i baba, ridha ridha Priva lappulacea H 15.4+3.0
100 Teini tumati Physalis angulata F 17.6£1.8
101 Toronjil Lippia alba Ra 18.9+5.7

Especies vegetales con moderada actividad

18 Bacua tidja Heliotropium indicum H T 28.616.7
34 Cheperequi Jacaranda glabra C 29.8+3.6
37 Cuatro cantos Pluchea sagittalis P 37.9£2.9
42 Djipicu Bocageopsis sp. H 37.916.2
57 Huira huira Stachytarpheta cayennensis Ra 28.2+3.0
63 Japauro Thalia geniculata Ra 29.515.1
68 Kuabadhu Cedrela sp. C 36.8+2.8
69 Kuatsui Erythrina sp. C 28.6+£3.8
73 Mue sumo ina Eryngium foetidum Ra 30.5£3.3
, . T 25.8+6.6

75 Nahuarau Ocimum micranthum Ra 28 848.7
79 Nuriri jaja Abuta grandifolia H 38.314.2
e L I 30.5+7.1

84 Quid'i juno Iresine diffusa ¥ 373414
93 Stite midja Ficus coerulescens R 34.0£1.6
98 Tapacha ina Hyptis mutabilis H 29.7£1.1
100 Teini tumati Physalis angulata H R 43.0£3.1
Miltefosina 10.0+2.4

Anfotericina B 0.2+0.1

CAT 20.1+2.5

2FQ 23.75.9
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Anexo 4: Especies vegetales activas para L. braziliensis (M2904), N° proviene de Anexo 1.

Organo M2904

No Nombre Tacana Nombre Cientifico _———
evaluado Clso pg/ml

Especies vegetales muy activas

8 Aqui djawa Lantana cf. trifolia H 23.2+1.8
14 Atarisi Huachidhi Adiantum cf. latifolium  H,R,Ra  25.0+2.2
18 Bacua tidja Heliotropium indicum H T 21.1%1.7
34 Cheperequi Jacaranda glabra C 17.4+2.7
42 Djipicu Bocageopsis sp. H 19.1+2.3
46 Ejije bid'u Pendiente H 13.3+4.1

58 Id'ene eidhue Hyptis brevipes H 5.3+0.4
: : Ra 17.6+0.8

63 Japauro Thalia geniculata T 227423
68 Kuabadhu Cedrela sp. C 18.2+1.5
73 Mue sumo ina Eryngium foetidum Ra 13.4+2.3
H 14.1+3.9

75 Nahuarau Ocimum micranthum T 9.8+1.2
Ra 12.5+1.5

81 Panu Salacia impressifolia Ra 9.3+0.2
84 Quid'i juno Iresine diffusa I 11.1+2.5
86  R'i baba, ridha ridha Priva lappulacea H 13.9+3.0
92 Siringuero ina Vitex sp. H 14.8+2.4
93 Stite midja Ficus coerulescens R 23.6+£3.8

98 Tapacha ina Hyptis mutabilis H 9.8+0.8
101 Toronjil Lippia alba Ra 13.8+2.1

Especies vegetales con moderada actividad

6 Aqui baba Himatanthus sucuuba H 26.2+16.3
12 Arana aqui Schefflera morototoni H 43.7+16.2
15 Bacua etse Scoparia dulcis H, F 25.1+1.2
21 Bechu ina Talinum paniculatum H 41.5+7.1
26 Buinapaqui Guarea macrophylla C 38.4+1.7
28 Cawuara Tessaria integrifolia H 31.6+£10.2
35 Chiwuama Phytolacca rivinoides H, E 41.2+0.1
37 Cuatro cantos Pluchea sagittalis P 33.7£11.6
46 Ejije bid'u Pendiente R 30.6+7.8
48 Etid'equi Vitex cymosa R 39.0£30.6
54 Huacanqui Asemeia acuminata H 46.2+0.5
60 Ina Paque Senna hirsuta T 48.3+7.7
69 Kuatsui Erythrina sp. C 30.5£7.9
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73 Mue sumo ina Eryngium foetidum H T 37.614.6

77 Naru naru id'ene Amaranthus spinosus Ra 31.7+12.6

79 Nuriri jaja Abuta grandifolia H 31.1+13.1
84 Quid'i juno Iresine diffusa H 29.4+2.5
92 Siringuero ina Vitex sp. H 37.7£3.3
97 Tanuri nuri Chamaesyce hyssopifolia T,R 38.9+4.1
- . . F 43.510.3

100 Teini tumati Physalis angulata ¥ 413404
101 Toronjil Lippia alba H 34.6+0.2

107 Udhuriqui idhiria Tabebuia serratifolia T 45.6+38.8
Miltefosina 6.7+1.8

Anfotericina B 0.15+0.03

CAT 18.6+2.2

2FQ 26.6+8.8
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Anexo 5: Plantas con uso tradicional Tacana relacionado a la leishmaniasis, parte de la planta utilizada para el tratamiento y modo de

preparacion, y érgano colectado y evaluado contra Lma y M2904. Co: Cogollo; La: Latex; Rs: Resina

Nombre Nombre Usg Tacana/ i : Organo — LMa M2904
N° Tacana Cientifico Organo Modo de preparacion y tratamiento evaluado cl I
utilizado soHg/m
- Granos en la Aplicar el estrujado del jugo de fruta
3 Adjadja tse S.O'a”“m piel. sobre la parte afectada con una tela, F >100 >100
ay caricaefolium . .
F dejar 15 min y lavar.
Beber una taza de agua fria con 3
Dolor de gotas de latex, preparar un parche con
6  Aqui baba Himatanthus musc_ulos y el latex y colocar donde hay dolor, H 84.3+4.3 26.2+16.3
sucuuba heridas. )
La para dolores musculares. Apllca_r el
latex en el area afectada, para heridas.
Aplicar un cataplasma del cogollo
tierno y rallado sobre heridas o golpes.
N Heridas, diabetes Decoccion de un punad_o de_ la guia
13 Atarisi tse Cyathea sp y golpes fresca en 2L de agua dejar disminuir G >100 >100
ai ' ' hasta 1 L, beber 1 taza/dia hasta
Co, G . :
mejora, para la diabetes (a menudo
con savia de Uncaria tomentosa "ufia
de gato").
.. . Hongos de la Aplicar topicamente el jugo del
14 Atar|_3| . Ad'a.”t“!“ cf. piel y heridas. estrujado de la planta fresca el area H,R,Ra 78.4+3.3 25.0+2.2
Huachidhi Latifolium
Pe afectada.
Colocar un cataplasma de la planta
Para entera estrujada en agua hervida, en la
tuberculosis, parte posterior de la espalda, y beber el
15  Bacua etse Scopa_rla antiinflamatorio  estrujar de un pufiado de'planta entera H, F 93.9+41 251412
dulcis y para dolor de en 1 L de agua, 1 taza/dia en ayunas

cabeza.
Pe

por 1 mes, para tratar la tuberculosis.
Aplicar un cataplasma de la planta
entera estrujada en agua hervida, en el
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area afectada como antiinflamatorio.
Lavar la cabeza con el "serenado™ de
la planta entera estrujada en agua, para
el dolor de cabeza.

17 Bacua Hlppgastrum Antifangico. Aplicar la Savia (ljel bulbo fresco B 79.1+10.6 >100
rudhu puniceum B raspado, en el area afectada.
. . Decoccion de un pufiado de raizen 2 L
Antiinflamatorio R
Batsuno Andropogon . de agua disminucion hasta 1 L, beber 1
20 - . ; y hernia. . Ra >100 >100
tidja bicornis Ra taza/dia, durante dos semanas, para la
inflamacion y la hernia.
Aplicar las hojas frescas empapado en
Talinum Fiebre y hongos aceite de "tumi™ (Attalea phalerata) en
21 Bechuina . de la piel. la sien, para la fiebre. Aplicar las hojas H 66.2+29 41.5+7.1
paniculatum : .
H frescas estrujadas en el area afectada
hasta mejora, para los hongos.
. . Hongos de la Aplicar un cataplasma de la raiz
Bes'a bes'a . . .
Alocasia piel e raspada en el &rea afectada, para
22  ejije tara . . . L ) Ra >100 >100
ina macrorrhizos inflamacion. hor_lgos de la plel,_ y de Ias_hOJas
Ra, H tiernas, para la inflamacion.
Decoccion de corteza en 2L de agua
: . hasta 1L, beber 1 taza/dia hasta
Diarrea, tetanos, . )
. . mejora, para diarrea. Jarabe espeso de
heridas, caries, lad ion d 1
. Genipa para tefiir la piel a decocclon de corteza tqmar
23 Bi americana rona de color cucharilla/dia hasta mejoria, para C >100 >100
yrop tétanos. Aplicar rodajas tiernas de
azul. i
fruto en la herida. Morder el fruto
CF . .
verde para evitar las caries. Se usa el
fruto fresco para teir piel y tela.
Decoccion de un pufiado de corteza en
. . 2 L de agua hasta 1 L, beber 1 taza/3
. Calycophyllum Diarrea, aCNEY  Veces/dia hasta mejora, para la diarrea
27 Buwe aqui rasquina. ! ' C >100 >100
spruceanum C Lavar con la decoccion la cara o las

areas afectadas, para el acnéy
rasquifa.
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Aplicar cataplasma de hojas frescas y
sal en la herida por picadura, para la

Picadura de picadura de raya. Limpiar la tlcera
28 Cawuara Tessaria rayay con estrujado de hojas frescas y H 54940.6 316+10.2
integrifolia leishmaniasis. después aplicar polvo de hojas secas B T
H como cataplasma, hasta que el
cataplasma caiga, para la
leishmaniasis.
Banarse con aproximadamente 1 Kg
. . Carachas y de hojas frescas machacadas en agua
32 aqi?i?mz:(a l;llmzltlaa sarpullido. en una bariera 3 veces/dia/3 dias C >100 >100
H (adultos y nifios), para carachas y
sarpullido.
33 Chadhiina Porophyllum Para caracha. Aplicar el estruj,ado de hojas frescas H >100 >100
ruderale H sobre el area afectada.
Beber la decoccion de un pufiado de
corteza fresca en 2 L de agua hasta 1
L, 1 taza antes de comer, para el dolor
de estdmago y como antiparasitario.
Antiparasitario Aplicar hojas secas y tri?uradas en la
dolor de ’ zona afectad_a hasta mejora, para la
; . estomago sar[]a._ A(\jpllcat: Ialsaylla del fruto
: acaranda - estrujado sobre la Ulcera, para
34 Cheperequi glabra sla_rnr?, rasquing, - jeishmaniasis. Aplicar hojas frescas ¢ 298:36  174x21
EIScaT;cnr:Z;ls y egtrujadas en el area e}fectada hasta
C.H.F ' mejora, se obtienen mejores resultados

tomando un bafio con la decoccién de
un pufiado de corteza y hojas frescas
en 2 L de agua hasta 1 L, para rasquifia
y caracha. El humo de las hojas
guemadas es usado como repelente.
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Jarabe de 1 manojo de Corteza, en 2 L
de agua hervir hasta espesar, beber en

Prostata, vez de agua hasta mejoria, para la
38 Dhiji Spondias sp. s_abano_n y pro,stata. Aplicar el fruto est_rulado en C >100 >100
antiparasitario.  las areas afectadas, hasta mejorar, para
C,F sabafon. Beber la savia del estrujado
de fruta hervida en 1 litro de agua, en
lugar de agua como antiparasitario.
Decoccidn de hojas y tallo, beber 1
Phlebodium Vesiculay taza/ 3 veces/dia hasta mejoria, para la
39 Dhutida decumanum cicatrizante. vesicula biliar. Aplicar la guia del L >100 >100
HT,G tallo fresco en el area afectada hasta
mejoria, para cicatrizacion.
Decoccion de un pufiado de hojas en
Antiinflamatorio, 2L de agua~herV|'r hasta 1 L, utilizarlo
en un bafio caliente y beber 1 taza
caracha, : " )
. caliente, como antiinflamatorio. Con el
vesicula, . .
Diije badju Celtis hemorragia de la fruto estrujado frotar en el area
40 - . . afectada para la caracha. Beber la H 59.3£3.6  76.8£10.0
quida iguanaea mujery q i6n d Aado d
fortificante post ecoccion de un pufiado de corteza en
2L de agua hervir hasta 1L, 1 taza/3
parto. S
veces/dia, hasta detener el sangrado.
H F C ,
Los frutos se comen después del parto,
como fortificante.
41 Dijeruina Tilesia Para orzuelo. Aplicar el fruto estrujado sobre e_I = >100 >100
baccata F orzuelo en la noche antes de dormir.
Bocageopsis Infecciones de la Aplicar las hojas estrujadas en el area
42 Djipicu geop piel. P Jas estru] ; H 37.9+62 19.1#2.3
sp. H afectada, 2 veces/dia durante 5 dias.
ngglgség::r;os Aplicar el estrujado de la hoja tierna
45  Ebusaina Porophyllum leishmaniasis sobre el area afectada, debe apl!carse H >100 83.8+3.0
ruderale (ulceras) en la luna nueva, para las espinillas y
H ' la infeccion de la piel. Aplicar las
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hojas secas en polvo sobre la Ulcera,
para la leishmaniasis.

Para dolores

Bafio caliente con infusion de hojas y
ramas antes de acostarse, repita hasta

Tg?ﬁ;é%r;ss’ que mejore, para el dolor muscular.
46  Ejije bid'u Pendiente qras Uifia ' Aplicar las hojas frescas estrujadas H 17.840.4 13.3#4.1
fasquina y directamente sobre la herida y/o areas
cicatrizante. o
H R afectadas, para quemaduras, rasquifia y
' cicatrizacion.
HoNaoS Aplicar un cataplasma de hojas frescas
47 Enredadera Pendiente I—? ' lavadas en el &rea afectada, cambiar Ra >100 >100
cada 15 min hasta curacion.
Huabu Ervthrochiton Infecciones de la  Aplicar las hojas frescas estrujadas en
53 y piel en perros. el area afectada, para la infeccion de H >100 55.5£16.2
Quere Ina fallax .
H piel en perros.
. Infecciones de la . . .
56 Hueruru Lunania oiel. Apllca,r las hojas frescas estru;aqlas en H >100 >100
parviflora H el area afectada, hasta mejoria.
Aplicar el estrujado de raiz y/o flor en
las areas afectadas, 3 veces/dia/3 dias,
para hongos de la piel. Beber la
Hongos de la q 6n d sado de raiz. fl
. . Stachytarpheta  piel, diarrea y ecoccion de un punado de raiz, Tlores
57 Huira huira . L y hojas en 2 L de agua hervir hasta 1 Ra 28.2+3.0 65.6£19.0
cayennensis vOmitos. - .
L, 1 taza/3 veces/dia durante 3 dias,
Ra, FI, H : .
para la diarrea. Beber de la misma
decoccion 1 cuchara para bebés y %2
taza para adultos, para vomitos.
Aplicar el estrujado de hojas tiernas
Hongos de la sobre el area afectada, para hongos de
61 Inamaaqui Senna hirsuta p'ell pital’y la plel~y pital. Be'ber la dgcoccmn de H 67.8£0.6 62.0+14.8
prostata. 4-5 pufiados de raiz en 2 litros de agua
H, Ra hervir hasta 1 L, 1 taza/3 veces al dia

hasta mejoria, para la prostata.
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Hongos de la Aplicar hojas machucadas en el area
62 Inamaina Senna pendula piel. P ! H >100 87.616.2
H afectada.
Beber la decoccion de un pufiado de
Para diarreas, raiz en 2L de agua hervir hasta 1L, 1
Thalia pasmos y taza/dia/3 dias, para la diarrea. Aplicar
63 Japauro geniculata cicatrizante. el cataplasma del cogollo tierno con Ra 295+5.1  17.620.8
Ra, Co poca agua sobre la herida, para la
cicatrizacion.
Aplicar el polvo de la corteza seca en
el area afectada, para rasquifia. Aplicar
o un cataplasma de corteza seca en el
Rasquina, . ~
_ golpes, area afectada, para golpes. ~Banarse
67 Kipabi tid' Aspidosperma paludismo y con la decoccion de un pupado de C >100 >100
sp. h . corteza en 2 L de agua hervir hasta 1
emorragias. . i
c L, para el paludismo. Poner a hervir 1
cucharada de corteza en polvoen 1 L
de agua y beber Y4 taza/dia/3 dias, para
sangrado o dolor menstrual.
Beber la decoccion de un pufiado de
corteza en 2 L de agua hervir hasta 1
Antiparasitario, L, hasta la eliminacion del parasito,
caracha, para el como antiparasitario. La misma
68 Kuabadhu  Cedrelasp. |, SCPrepartoylo decoccion se usa en un bafio 0 se C 36.8+2.8 18.2+15
hemorragiade la  aplica en las areas afectadas, para la
mujer. caracha. Beber la decoccion de 1 a 3
C tazas/dia hasta eliminar los coagulos
después del parto o detener el
sangrado.
N Calentar y mezclar hojas frescas en
Cicatrizante y . ) . .
Erechtites para madurar aceite y apllca_r la hoja caliente en la
71  Maransera . cep 1 herida, cambiar cada que se seque H 75.9+2.2 84.0+5.2
hieraciifolius granos. - Y
H utilizar hasta mejoria, para la

cicatrizacion y los granos.
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Para arritmias,

Beber la decoccion de un pufiado de
hojas y tallos en 2 L de agua hervir

Mue sumo Eryngium heridas, hasta 1 L, 1 taza/dia por un mes para
73 - . cortaduras y . . H T 11.740.01 37.6%4.6
ina foetidum . las arritmias. Aplicar el tallo fresco
picadura de raya. .
HT raspado sob(e las heridas, cortaduras o
’ picadura de raya.
Cicatrizante y
Naiqui, Otoba cf. para heridas en  Aplicar la resina fresca sobre la herida
76 Naiki Parvifolia perros. limpia. ¢ >100 >100
Rs
Aplicar la savia de las hojas
machacadas topicamente solo 2
Hongos de la veces/dia/3 dias, para los hongos de la
77 Na_ll'l'.l naru Amqranthus _ piel e piel_. Llevar a ebullicion un pufiado de Ra >100 3174126
id'ene spinosus inflamacion. hojas y tallos en 1 L de agua, con el
H T preparado tomar un bafo caliente, y
después beber 1 taza caliente, para la
inflamacion.
Beber en ayunas la decoccion de un
Infeccion pufiado de corteza en 2 L de agua
L Abuta intestinal y de la  hervir hasta 1 L, 1 taza/dia/8 dias, para
79 Nuriri jaja grandifolia piel.y la infeccion intestinal. Aplicar Iarl)s H 383+42  3llxl3l
C,H hojas tiernas estrujadas en el area
afectada, para la infeccion de la piel.
Hongos de la Aplicar un cataplasma de corteza seca
83 Penoco Pendiente piel. y pulverizada mezclada con aceite C >100 >100
C sobre la parte afectada.
Hongos de la Aplicar la raiz fresca machucada en el
84 Quid'ijuno Iresine diffusa piel. . o H 37.3t14  29.4+25
Ra area afectada, hasta mejoria.
92 Siripguero Vitex sp. Infecc:)oigﬁs de la Apligar las hojas frescas estr'ujada,s en H >100 14.8+2 4
ina H las areas afectadas, 1 vez/dia/5 dias.
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Tahua

Cecropia cf.

Carachas.

Aplicar el liquido de la corteza fresca
machacada en una pequefia cantidad

% midha Concolor C de agua en el area afectada, 3 H 974x32 884110
veces/dia hasta mejoria.
Beber en ayunas un pufiado de hojas
estrujadas en un vaso de agua fresca, 3
Infeccion veces/dia/8 dias, para la infeccion
urinaria, urinaria y prostata. Aplicar el polvo de
prostata, hojas secas y molidas en las Ulceras
Tapacha Hyptis caracha, limpias o en el area afectada hasta que
98 ) e leishmaniasis, mejore, para caracha y/o H 29.7£1.1 9.8+0.8
ina mutabilis o . o .
vomitos, leishmaniasis. Beber la decoccion de
diarreay un pufiado de raiz en 2 L de agua
arrebato. hervir hasta 1 L, sélo 1 taza, para los
H, Ra vomitos y la diarrea. Bafiarse con la
decoccidn de un pufiado de hojas hasta
1 L, para el arrebato.
Hacer cocer el tallo fresco en agua
. hasta que ablande y estrujarlo caliente
99 Tara Jatropha Empeine y sarma. en e(? area afectaé/a, parja empeine. H 69.416.1 51.8+12.9
curcas T, H . . '
Aplicar las hojas frescas estrujadas en
el area afectada, para la sarna.
Beber el estrujado de la planta entera
Teini Physalis Malaria, fiebre y en 1 L de agua, 1 taz_a/dia_ hasta
100 tumati angulata caracha. mejoria, para Malaria y fiebre. F 17.6£1.8  43.5+0.3
Pe Bariarse con el estrujado de 2 frutos en
agua fria, para caracha.
_ Nicotiana cf Para madurar Aplicar un cataplasma de_ guia y hojas
108 Umas'aina Tabacum ' granos. frescas mezcladas en aceite en la zona Pe >100 >100
G, H afectada, cambiar de 3-4 veces/dia.

131



Maestria en Ciencias Biologicas y Biomédicas

Anexo 6: Especies seleccionadas para fraccionamiento y la actividad antiprotozoaria de los diferentes extractos crudos y sus

principales fracciones, N° proviene de Anexo 1.

Nombre Organo Rendimiento  T.cruzi Lma M2904

N° Tacana Nombre Cientifico evaluado Cadigo (%) Clso pg/m
Crudo 6.0 22.1+2.3 17.9+05 23.2+1.8
8 Aqui djawa Lantana cf. trifolia H F2 2.5 22.8+4.4 88.0+12.1 68.8+7.1
F3 14.9 20.8+2.6 50.1+4.2 24.6+1.8
F4 5.7 52.3t5.9 66.1+22.2 28.1+9.6
Crudo 10.4 40.8+4.0 23.9+4.1 25.1+1.2
. . F2 4.5 33.0+0.3 37.4+25 43.5+0.9
1> Bacuaetse Scoparia dulcis HF F3 22.4 205403 20.4+40 254+45
F4 21.6 18.5+1.0 9.1+29 12.0+2.6
Crudo 4.3 58.5+18.2 54.249.6 31.6+10.2
08 Cawuara _ Tessg_riq Y F2 7.9 >100 >100 >100
integrifolia F3 43.0 25.2+0.8 225+1.4 9.7£1.3
F4 22.8 92.9+7.2 40.5+8.4 56.3+10.6
Crudo 1.4 81.6+4.6 29.8+3.6 17.4+2.7
: F2 1.8 >100 >100 >100
34 Cheperequi  Jacaranda glabra ¢ F3 124  507+l14 221430 5606
F4 7.3 >100 26.849.3 14.8+4.8
Crudo 5.4 28.3+0.4 37.9+6.2 19.1+2.3
42 Djipicu Bocageopsis sp. H F3 24.2 19.9+0.8 18.8+25 9.4+1.2
F4 13.4 >100 >100 72.845.8
Crudo 23.6 12.4+05 17.840.4 13.3t#4.1
46 Ejije bid'u Pendiente Hojas F3 43.4 8.7+t0.5 12.5+4.6 10.2+2.8
F4 10.5 82.2 23.9+4.0 8.9+2.6
63 Japauro Thalia geniculata Ra Crudo 14 29.0£5.1 295451 17.6+0.8
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F3 113 13.041.0 12.7+17 10.1+03

F4 8.2 278 350479 224%112

Crudo 10.1 50.0+24.0 36.8+2.8 18.2+15

68 Kuabadhu Cedrela sp. C F3 15.4 8.6+£2.7 8.3+0.2 5.2+0.8

F4 53.1 99.3+0.7 355+03 415+1.1

Crudo 6.4 331490 11.7+0.01 37.6+4.6

. . _ F2 9.5 20.0+4.9 44.9+11.3 62.8+20.5

73 Muesumoina  Eryngium foetidum  H, T F3 22.0 21.0+7.1 36331 23.7+3.4

F4 10.0 60.2+1.4 71.7+161  >100

Crudo 9.4 52.8+34.4 38.3+42 31.1+13.1

L F2 4.9 703+44 439424 57.9+175

79 Nuririjaja  Abuta grandifolia H F3 25.7 27.0+20.6 14.9+34 10.9+0.9

F4 8.1 >100 >100  67.2415.7

_ Crudo 8.6 3554119 21.6+1.6 9.3+0.2

81 Panu _ Salacia Ra F3 125 37409 48+11 34409
impressifolia

F4 7.9 32.0+13.6 157481 4.9+47

Crudo 108 342499 373+14 294425

oy F2 12.7 40.6+28.1 54.3+145 454+2.0

84 Quidijuno Iresine diffusa H F3 22.2 50407 17.9+0.7 12.8+2.1

F4 13.2 66.1+12.9 61.3+115 37.7+14

Crudo 7.6 55.0+8.6 72.4+10.1 41.3+0.4

100  Teini tumati Physalis angulata H F3 25.1 12.8£0.6 16.9£1.0 9.3x15

F4 10.9 327  41.9+82 441461
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Anexo 7: Actividad bioldgica in vitro de los derivados sintéticos de la 2-fenilquinolina contra cepas de Leishmania y células Hela,

expresados en M.

Codigo Lma L.ae M2904 L.bG L.lan HelLa ML
g Clso IS Clso IS Clso IS Clso IS Clso IS DLso Clso IS
174.3 68.7 149.5 94.7 144.8 126.4
SQL  taz9 28 o35 708 16 2T 44 742 gy3g 728 2400 L0 282
68.7 34.3 64.2 45.3 51.5 149.0 52.8
Q2 478 22 401 4P 497 28 w0 33 403 22 4055 4125 28
SQ3 >400 Poca muestra  >400 Poca muestra Poca muestra >400 >400
SQ5 fgg >12.4 Poca muestra ﬁ; >9.4 Pocamuestra Pocamuestra >400 iég >10.7
314.4 209.0 231.0 141.2 192.7 286.2 217.7
SQ6 +24.0 0.9 +39.0 1.4 +51.0 1.2 +19.9 2.0 +51.8 1.5 +49.4 +56.7 1.3
23.4 21.2 31.9 23.5 36.6 27.3
SQV o 2L g 2189 o5 2125 Ly 21700 47 210924000 g 2147
166.5 115.3 136.2 74.3 41.0 323.0 106.6
SQ13 +46.4 1.9 +32.4 2.8 +33.0 2.4 +5.2 4.4 +0.3 .9 +26.8 445 3.0
129.2 39.8 82.3 41.8 19.8 62.6
SQ14 +173 >3.1 +3.4 >10.0 +99.2 >4.9 +8.2 >90.6 +19 >20.2 >400 +39.0 >6.4
21.3 26.5 24.2 14.7 14.2 54.6 20.2
RIS e 28 w16 21 w9 23 w6 3T w0 39 4104 450 2T
393.6 353.0 389.3
SQ16 >400 >400 >400 +145 >1.0 +104.7 >1.1  >400 +18.3 >1.0
333.1 297.0 168.6 319.7
SQ17  >400 >400 +104.3 >1.2 4574 >1.4 1144 >2.4 >400 +85 3 >1.3
48.8 71.4 32.2 40.0 56.6 1329 49.8
SQI8 4173 27 4303 19 437 41 47 33 403 28 4103 x136 2
292.7 263.7 180.9 153.6 149.6 348.7 208.1
SQ19 +48.7 1.2 +2.8 1.3 +53.9 1.9 +26.0 2.3 +8.0 2.3 +38.1 +58.9 1.7
316.8 338.0 144.2 166.1 180.5 3249 229.1
Q0 510 10 4319 10 igg3 23 08 20 74 18 4067 ig1a 14
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40.7

85.1

27.8

41.3+

39.1

58.3

46.8

SQ2L 4e3 14 491 07 w50 21 04 Y4 w32 1Y 4134 4198 18
S023 oo 1 i3y L1 o 26 g 31 Lo 87 L o7 18
SQ24  >400 f’_é'_g >12.9 igg? >3.2 ffs% 583  >400 w_}fjé_zo >2.6
OB 50 28 s, 20 4 32 5 21 U5 50 g gy 28
SQ34 Loy 21 Loy 18 g0 27 g% 39 Gy a8 G5 0 26
SQ35  >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400

S039 4y 27 L5 26 o 26 yop 23 L 26 o DE 26
S04 Lo 15 s 18 o3 44 g 18 5o 21 gy gy 20
2FQ iégg 535 (o0 332 iégg >3.1 11318'_1 >3.8 iégg 532 >400 1115(? >33

Drogas de Referencia

Mite 5720 5h T2 ige 24 a5 12 . 48 L1 aig 24
s 8 e b sws Sk ses S wws Ol s B4 O o

Clso; DLso [uM]
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Anexo 8: Estructuras quimicas de los derivados sintéticos de la 2-fenilquinolina inactivos
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