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RESUMEN

La leishmaniasis visceral, causada por Leishmania infantum, es una enfermedad que
afecta a millones de personas en todo el mundo. La OMS considera que la
leishmaniasis es una de las enfermedades parasitarias mas graves en términos de
prevalencia y distribucién geogréfica. Para los paises subdesarrollados, la falta de
tratamientos accesibles y econdmicos representa un problema, el desarrollo de nuevos
farmacos antileishmania es una gran prioridad. En ese contexto, se busca sumar
alternativas sostenibles y de facil acceso a esta problematica. En el presente trabajo se
evalud la actividad antileishmania de extractos metandlicos de S. sisymbriifoliumy S.
americanum sobre formas promastigotes de L. infantum, la actividad citotdxica de
estos extractos en macrofagos extraidos de ratones, se identificaron los compuestos del
extracto metandlico de S. americanum mediante cromatografia acoplado a un
espectrometro de masas y se evalud la actividad antiparasitaria del extracto metandlico
de S. americanum sobre amastigotes de L. infantum, infectando lineas celulares THP-
1. En la evaluacion antileishmania sobre las formas promastigotes del parasito y el
ensayo de citotoxicidad, S. americanum presentd ICso de 21,1 pug/mL y CCso de 98,2
pg/mL, con IS de 4,6 (mas selectivo por el parésito que por la célula huésped) y S.
sisymbriifolium present6 1Cso de 76,0 pg/mL y CCso de 58,4 ug/mL, con IS de 0,7, lo
que da indicios de que S. americanum presenta una interesante actividad
antileishmania. Por otro lado, dos de las fracciones de S. americanum, de cloroformo
y acetato de etilo, presentaron actividad antiparasitaria sobre las formas promastigotes
del parésito de L infantum con ICso de 54.6 pg/mL y 66.8 pg/mL, respectivamente.
Los compuestos identificados en el extracto metandlico de S. americanum y sus
fracciones fueron flavonoides, alcaloides, triterpenos, fitoesteroles. Para el estudio de
evaluacion de actividad antiparasitaria sobre formas amastigotes en células THP-1, el
extracto de S. americanum presentd 1Cso de 10,8 pg/mL e IS de 9,1. Estos datos
muestran que el extracto de S. americanum presenta actividad antileishmania y
representa un potencial candidato a farmaco para el tratamiento de la leishmaniasis.

Palabras clave: Solanum americanum, Solanum sisymbriifolium, leishmaniasis, THP-
1.
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ABSTRACT

Visceral leishmaniasis, caused by Leishmania infantum, is a disease that affects
millions of people around the world. WHO considers leishmaniasis to be one of the
most serious parasitic diseases in terms of prevalence and geographical distribution.
For underdeveloped countries, the lack of affordable and accessible treatments
represents a problem, the development of new antileishmanial drugs is a high priority.
In this context, it seeks to add sustainable and easily accessible alternatives to this
problem. In this work the antileishmanial activity of methanolic extracts of S.
sisymbriifolium and S. americanum was evaluated on promastigote forms of L.
infantum, the cytotoxic activity of these extracts in macrophages extracted from mice,
the compounds of the methanolic extract of S. americanum were identified by
chromatography coupled to a mass spectrometer and the antiparasitic activity of the
methanolic extract of S. americanum on amastigotes of L. infantum was evaluated,
infecting THP-1 cell lines. In the antileishmanial evaluation on the promastigote forms
of the parasite and the cytotoxicity test, S. americanum presented Clso of 21.1 pg/mL
and CCsp of 98.2 ug/mL, with an Sl of 4.6 (more selective for the parasite than by the
host cell) and S. sisymbriifolium presented Clso of 76.0 pg/mL and CCso of 58.4
pg/mL, with Sl of 0.7, which indicates that S. americanum has an interesting
antileishmanial activity. On the other hand, two of the S. americanum fractions, of
chloroform and ethyl acetate, showed antiparasitic activity on the promastigote forms
of the L infantum parasite with Clso of 54.6 pg/mL and 66.8 pg/mL, respectively. The
compounds identified in the methanolic extract of S. americanum and their fractions
were flavonoids, alkaloids, triterpenes, and phytosterols. For the evaluation study on
THP-1 cells with the amastigote forms of the parasite, the S. americanum methanolic
extract presented Clsg of 10.8 ug/mL and Sl of 9.1. These data show, S. americanum
extract exhibit antileishmanial activity and represents a potential drug candidate for
the treatment of leishmaniasis.

Keywords:  Solanum americanum, Solanum sisymbriifolium, antileishmanial,
fractions, THP- 1.
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CAPITULO 1: MARCO TEORICO



Las enfermedades tropicales desatendidas (ETD) son causadas por varios agentes
infecciosos y son responsables de altas tasas de mortalidad y morbilidad en todo el
mundo (1). La leishmaniasis es una enfermedad tropical y subtropical desatendida que
causa considerable morbilidad y mortalidad por el alto nimero de personas afectadas
y en riesgo de adquirirlas a pesar de los grandes esfuerzos realizados para su control.
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera que la leishmaniasis es una de
las enfermedades parasitarias mas graves en términos de prevalencia y distribucion
geografica, es una de las siete enfermedades tropicales méas importantes y representa
un grave problema de salud mundial que presenta un amplio espectro de
manifestaciones clinicas con un resultado potencialmente fatal (2).

La leishmaniasis comprende un grupo complejo de enfermedades causadas por
protozoarios eucariotas unicelulares e intracelulares estrictos del género Leishmania
(3). Estos microorganismos se transmiten por insectos hematdfagos del género
Phlebotomus y Lutzomyia, y esta transmisién puede ser zoonética o antropondtica (4).
El ciclo de vida de Leishmania sp. implica la transmision del parasito entre un
invertebrado y un huésped mamifero, los promastigotes extracelulares moviles de
Leishmania sp. proliferan en el intestino de la mosca de la arena y luego se transmiten
al huésped mamifero a través de la picadura del vector (5).

Las diferentes formas clinicas de la leishmaniasis son el resultado de la infeccion por
diferentes especies del parasito. La leishmaniasis visceral (LV), mortal si no se trata,
suele ser causada por Leishmania infantum. Esta enfermedad es una zoonosis en la
cual los perros son los principales reservorios. Esta forma de leishmaniasis se presenta
en individuos de todas las edades, pero circunstancias como la malnutricién o la
inmunosupresion predisponen a la enfermedad (6).

La leishmaniasis cutanea (CL) es causada por Leishmania amazonensis, y puede
manifestarse como una erupcion cutanea difusa 0 como una Ulcera, éstas tienden a
volverse necréticas en el centro y estan elevadas a los lados. El principal vector de
mosca de arena de L. amazonensis es Lutzomyia flaviscutellata (7).

Se estima que en todo el mundo hay alrededor de 350 millones de personas que se
encuentran en riesgo de contraer leishmaniasis, con una incidencia aproximada de 2
millones de casos nuevos por afio. En los ultimos 10 afios ha habido un aumento en el

registro de los casos de LV en el Paraguay por el aumento propio de la endemiay por



el creciente reconocimiento de los casos por parte de los médicos. En el Paraguay, méas
del 90% de los casos provienen del distrito de Asuncion y de los departamentos
Central, Paraguari y Cordillera, en donde convergen una alta proporcion de perros
infectados y flebdtomos vectores, ademas de un crecimiento urbano desordenado de
la poblacion (8). Todos los casos confirmados de LV deben ser tratados con antimonio
pentavalente, como farmaco de primera eleccion. En el caso de una respuesta no
satisfactoria al tratamiento o en caso de falla terapéutica, efectos adversos severos, se
deben utilizar los farmacos de segunda eleccion. La anfotericina B desoxicolato es el
farmaco de segunda eleccion recomendada. En el Paraguay, la anfotericina B
desoxicolato presenta un costo elevado y la principal dificultad para el tratamiento es
su discontinuidad y las dificultades econémicas de la poblacion (9).

Para los paises subdesarrollados, donde la LV es una enfermedad desatendida y mortal
si no se trata, donde la falta de acceso al tratamiento y el desinterés de las grandes
empresas farmacéuticas debido al mercado no rentable representa un problema, el
desarrollo de nuevos farmacos leishmanicidas es una gran prioridad. ElI Paraguay
cuenta con una gran diversidad en especies vegetales, que constituyen una fuente de
productos naturales que podrian ser utilizados para el tratamiento de enfermedades
parasitarias como la leishmaniasis. A través de estudios anteriores en los cuales se ha
visto que Solanum sisymbriifolium y Solanum americanum son plantas con interés
farmacéutico, ya que contienen compuestos bioactivos que pueden actuar como
antiparasitarios; la obtencién de los extractos de estas plantas podrian ser utilizados
como medicamentos naturales para que en un futuro las personas afectadas por esta
enfermedad puedan tener un tratamiento que no presente efectos adversos y que pueda
estar disponible como tratamiento para toda la sociedad. Este estudio preclinico podria
contribuir al hallazgo de nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento de la
leishmaniasis.

Con el fin de alcanzar dichos objetivos, el presente trabajo contemplé el desarrollo de
las actividades experimentales en tres fases de estudio, planteandose: 1) El ensayo in
vitro, dirigido a la evaluacion de la actividad citotoxica en macrofagos extraidos de
ratones, Il) El ensayo dirigido a la evaluacion de la actividad antiparasitaria de
extractos metandlicos de S. sisymbriifolium y S. americanum sobre Leishmania

infantum, y I11) El ensayo in vitro para evaluar la actividad leishmanicida del extracto



metanolico de Solanum americanum sobre amastigotes intracelulares de Leishmania

infantum, infectando lineas celulares THP-1.

1.1LEISHMANIASIS

1.1.1 Generalidades de la enfermedad

La leishmaniasis es una enfermedad causada por un parasito protozoario intracelular
de més de 20 especies de Leishmania, que se transmiten por la picadura de las moscas
de arena flebotomina. Existen 3 formas principales de la enfermedad dependiendo de
la especie del parasito: La leishmaniasis visceral (LV), también conocida como kala-
azar, afecta a varios organos, en mas del 95% de los casos es fatal si no se trata. Se
caracteriza por episodios irregulares de fiebre, pérdida de peso, hepatoesplenomegalia
y recuento sanguineos bajos. La leishmaniasis cutanea (CL), es la forma mas comun
de leishmaniasis y causa lesiones cutaneas, llagas en la piel, estas llagas cambian de
tamafio o apariencia con el tiempo y pueden terminar como ulceras, en partes expuestas
del cuerpo, dejando cicatrices de por vida y discapacidad o estigma graves. La
leishmaniasis mucosa 0 mucocutanea, ciertos tipos de parasitos pueden extenderse y
de esta manera causar llagas que conducen a la destruccion parcial o total de las
membranas mucosas de la nariz, la boca y la garganta. Las diferentes especies son
morfologicamente indistinguibles, pero pueden diferenciarse mediante analisis de
isoenzimas, métodos moleculares o anticuerpos monoclonales, estas especies se
caracterizan por presentar una distribucién geografica particular, lo que también
permite diferenciarlas y catalogarlas en especies que causan la leishmaniasis en el
Viejo Mundo y en el Nuevo Mundo (10). Dependiendo de la especie estas pueden

causar distintas enfermedades (Tabla 1).



Tabla 1. Especies de Leishmania causantes de diferentes formas de la enfermedad.

Especies

Forma clinica de la

enfermedad

Distribucion geografica

. donovani

. infantum

. chagasi

. tropica*

. amazonensis*

Leishmaniasis visceral

Viejo mundo (Africa, Asia)

Nuevo mundo (América del Sur)

Viejo mundo (Africa, Asia)

Nuevo mundo (América del Sur)

major

. tropica

. arabica

. aethiopica

. mexicana

. panamensis

. peruviana

. guyanensis

. amazonensis

. venezuelensis

. braziliensis

Leishmaniasis cutanea

Viejo mundo (Africa, Asia)

Nuevo mundo (Centroamérica y
del Sur)

. panamensis

. braziliensis

. guyanensis

. amazonensis

Leishmaniasis mucocutanea

Nuevo mundo (América del Sur)

(* Ocasionalmente relacionada a la leishmaniasis visceral)

La leishmaniasis visceral es causada principalmente por L. donovani en el Viejo

Mundo y L. infantum y L. chagasi en el Nuevo Mundo, mientras que las especies L.

tropica y L. major son causantes de la leishmaniasis cutanea en el Viejo Mundo, L.

mexicana, L. panamensis, L. amazonensis, L. braziliensis en el Nuevo Mundo (11).




1.1.2 Agente etioldgico y ciclo de vida

La leishmaniasis es una enfermedad causada por protozoos intracelulares obligados
del género Leishmania, familia Trypanosomatidae, orden Trypanosomatida y clase
Kinetoplastea, transmitida por moscas de arena que actiian como vectores, 98 especies
de los géneros Phlebotomus (Viejo Mundo) y Lutzomyia (Nuevo Mundo) se han
descrito como vectores comprobados o sospechosos de leishmaniasis humana, la
distribucion temporal y espacial de los fleb6tomos depende de factores geogréaficos y
climaticos locales. Las moscas de arena pueden reproducirse en grietas, paredes o entre
rocas, madrigueras de animales, cuevas, hojarasca himeda en bosques, agujeros en el
suelo, pisos estables, gallineros y termiteros. Tanto las moscas de arena flebotominas
machos como las hembras se alimentan de azlcar y jugos de plantas, pero las hembras
también se alimentan de sangre (12). Los parasitos de Leishmania, en su huésped
mamifero viven y se multiplican intracelularmente en células fagociticas dentro de los
llamados fagolisosomas. En la leishmaniasis cutinea, los parésitos infectan a los
macrofagos residentes en la piel. Cuando la célula huésped esta llena de parasitos,
estalla y los amastigotes liberados infectaran a los macrofagos vecinos. En
leishmaniasis visceral, los amastigotes liberados se propagan por la circulacion
sanguinea e infectan las células del sistema de fagocitos mononucleares (sistema
reticuloendotelial) del higado, el bazo, la médula 6sea, los ganglios linfaticos y el
intestino (13). Leishmania tiene un ciclo de vida digenético, su forma de promastigote
que involucra una etapa mavil extracelular que parasita el tracto alimentario de un
vector de mosca de arena y formas de amastigotes no moviles que pueden persistir
como parasitos intracelulares.

El ciclo de vida de los parasitos de Leishmania comienza cuando el hospedero
mamifero recibe la picadura de un insecto vector infectado. Este insecto vector
presenta la forma flagelar denominada promastigote metaciclico de Leishmania, una
vez que los parasitos son inoculados en la piel y fagocitados por macréfagos, la forma
intracelular sin flagelo externo del parasito (amastigote) se replica. La ruptura de los
macrofagos infectados propaga la enfermedad. Cuando un nuevo insecto ingiere
sangre de un hospedero mamifero infectado, los amastigotes se diferencian a su forma
de promastigotes prociclicos y maduraran hasta alcanzar de nuevo su forma infectiva

(promastigotes metaciclicos), en el intestito medio del insecto y migran a su cavidad



bucal para ser inoculados nuevamente a otro hospedero mamifero para completar el
ciclo de la enfermedad. El pH juega un papel central en el cambio de desarrollo entre
las etapas de promastigote y amastigote, y los amastigotes son metabdlicamente mas

activos cuando su ambiente es &cido (14). (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama representativo del ciclo de vida de parésitos del género
Leishmania. llustracién tomada de Harhay, M (15).

La leishmaniasis se puede presentar en reservorios silvestres y domésticos, los
hospederos mamiferos incluyen roedores, marsupiales, caninos, primates. Los
humanos y otros animales tales como caballos, cerdos y conejos son considerados
hospederos accidentales. En el caso de la leishmaniosis visceral causada por

Leishmania infantum, el perro es el hospedero méas importante (14, 15).

1.1.3 Situacion a nivel mundial de la enfermedad

Las leishmaniasis representan un grupo de enfermedades extremadamente diversas,
tanto clinica como epidemiologicamente. La epidemiologia es extremadamente
diversa, y existen dos entidades epidemioldgicas principales: 1- zoonética que incluye
a los huéspedes de reservorios animales en el ciclo de transmision y 2- antropondtica
en la cual el hombre es la Unica fuente de infeccion para el vector (16). La
Leishmaniasis afecta en gran parte a los mas pobres, principalmente a los paises en
desarrollo; 350 millones de personas se considera que corren el riesgo de contraer

leishmaniasis y unos 2 millones de casos nuevos ocurren anualmente (17).



Mas del 90% de los casos de LV ocurren en el subcontinente indio, Africa Oriental y
Brasil, sin embargo, ha habido una expansion geografica en Argentina, Colombia,
Paraguay y Venezuela y se destaca que el nUmero de muertes por esta enfermedad ha
aumentado desde 2012 (18). EI numero de casos de leishmaniasis visceral ha
aumentado en paises de Europa occidental, se asocia esta tendencia al desplazamiento
de la poblacion, la actividad ecoturistica, las operaciones militares y la inmigracion,
ademas, esta enfermedad esta asociada con la desnutricion, las viviendas deficientes,
el sistema inmunitario deébil y la falta de recursos. Esta forma de la enfermedad es
causada mayormente por Leishmania infantum (19). Las epidemias recurrentes de
leishmaniasis visceral en Africa Oriental (Etiopia, Kenia, Sudan del Sur y Sudan) han
causado una alta morbilidad y mortalidad en las comunidades afectadas (Figura 2)
(20).

En lo que refiere a las Américas, de acuerdo con estudios epidemioldgicos, Colombia
y Venezuela siguen con transmision estable o controlable, aunque es posible ver un
incremento de los casos en Venezuela desde el 2013. En Argentina y Paraguay, a pesar
de la reduccion de casos, la LV se sigue expandiendo para areas anteriormente sin
transmision. En 2018 fueron registrados 3.562 casos nuevos de LV, presentando una
disminucion de cerca de 16% de los casos reportados en las Américas en comparacion
al 2017. La reduccién ocurrio6 en Brasil, Colombia, Argentina y Paraguay, mientras El
Salvador, Guatemala y Venezuela tuvieron un incremento en los casos de LV (Figura
2) (21).

Se informan también casos de CL elevados en varios paises de América Latina, el sur
del Mediterraneo, Oriente Medio y Asia central (18). En la Regién Europea de la OMS,
Israel, Turquia, Turkmenistan y Uzbekistan son actualmente los paises mas afectados
por esta forma de la enfermedad, que representa casi el 80% del nimero total de casos
notificados en la Region. La enfermedad es causada principalmente por L. major, L.

amazonensis, L. tropica y L. infantum (Figura 3) (22).
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Figura 2. Distribucion mundial de la leishmaniasis visceral. Corresponde a la

distribucion geografica de los focos principales de presentacion de la leishmaniasis

visceral en el nuevo y viejo mundo. Tomado de OMS 2018 (20).

o s

o

@@ a

Number of new CL cases reported, 2018
Countries reporting imported CL cases | Bl

Brazil - 265 Sweden - 23 Jordan - 4 I 1000 - 4999

Lebanon - 263 Venezuela (Bolivarian  Suriname - 4 ~

Iran (Islamic Republic of} - 158 Republic of) - 20 Bulgaria - 3 - 100 - 999 D No autochtonous cases reported

Colombia - 46 Uzbekistan - 7 United Kingdom - 3 Greece -1 [ ] <100 [ Mo data

Bolivia (Plurinational State of) - 29 China - 5 El Salvador - 2 Italy - 1 .

Belgium - 25 Peru - 5 Bangladesh - 1 Panama - 1 o Nat applicable
The boundaries and names shown and the designations used on this map da not imply the expression of any opinion whatscever Data Source: Werld Health Organizstion »
o the part of the World Haaith Organization conceming Hhe legal status of any courtry, termitary, ¢ty or anea ar of its authorties Map Praduction: Contral af Keglected Tropical Diseases (NTD) 24 World Health
or conceming the delimitation of its frontiars or boundaries, Dotted lines on Maps fepresant approximate barder lnes For which World Health Organization .7 Organization
thene many nct yet be full agreement. & WHO 2019 All rights resarved

Figura 3. Distribucion mundial de la leishmaniasis cutanea. Corresponde a la

distribucion geogréafica de la leishmaniasis cutanea en el nuevo y viejo mundo.

Tomado de OMS 2018 (20).



10

1.1.4 Estrategias de control y prevencion de la leishmaniasis

Para el control de la leishmaniasis, se tienen en cuenta varios puntos para trabajar
contra esta problematica, entre ellos estan: i) el control del vector, ii) el control de los
reservorios animales, iii) desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas, iv) encontrar
herramientas para el diagnostico temprano, v) acceso al tratamiento para la poblacién
afectada. Para el control de los vectores los métodos de eleccion son la pulverizacién
residual en interiores para moscas de arena endofilicas, el DDT sigue siendo el
insecticida de eleccion para el control de la leishmaniasis. El uso de redes insecticidas
duraderas o tratadas con insecticida recomendadas por la OMS, la gestion ambiental,
incluido el saneamiento local y la mejora de la vivienda. Se puede explorar el potencial
de la ropa tratada con piretroides, cortinas y collares para perros (23- 24). Para el
control de los reservorios animales, los métodos utilizados para controlar el reservorio
(huésped) de la leishmaniasis zoondtica dependen de qué animales actien como
reservorios, aunque el sacrificio de perros a veces se discute como una forma potencial
de reducir la leishmaniasis visceral, esto no se ha probado en ensayos que miden la
enfermedad clinica (25). Lo que se refiere a la vigilancia eficaz de la enfermedad, el
informe y la investigacion de casos y brotes de leishmaniasis no se realizan de manera
oportuna en las Américas, por lo que se desarrollan metodologias estandarizadas para
evaluar intervenciones y programas de leishmaniasis, asi como para generar
informacidn para los procesos de toma de decisiones y orientacion de acciones (26).
En éreas endémicas, el diagnostico temprano debe hacerse para evitar las
complicaciones de la enfermedad cronica. La escasez de apoyo financiero,
infraestructura de laboratorio y personas capacitadas son los principales obstaculos en
esta realidad. Las pruebas de diagndstico tradicionales como el analisis de frotis de
sangre, el cultivo y la histopatologia de la biopsia de piel no siempre son concluyentes
en pacientes con diagnostico clinico de leishmaniasis cutanea. El uso de pruebas
seroldgicas en infecciones experimentales por Leishmania es altamente efectivo para
la deteccion de 1gG 2 anti- Leishmania y el uso de esta prueba para el diagndstico de
enfermedades puede ser util en pacientes que albergan parasitos (27).

Por otro lado, a pesar de las distintas alternativas terapéuticas que en la actualidad
existen para el control de la enfermedad, medicamentos de primera linea que incluyen

el antimonio pentavalente, y medicamentos de segunda linea, como la pentamidina y


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5743117/#b17-dddt-12-025
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la anfotericina, estos medicamentos han demostrado ser limitados debido a su alto
costo, toxicidad y el aumento de la resistencia al medicamento. Ademas, algunos
estudios han demostrado que la resistencia a los medicamentos es una causa de recaida
de infecciones en pacientes con leishmaniasis (28).

1.1.5 Tratamiento de la Leishmaniasis

El tratamiento clasico de la leishmaniasis requiere frecuentemente la administracion
de farmacos toxicos y que no son bien tolerados. Los antimoniales pentavalentes,
antimoniato de meglumina (Glucantime) y estibogluconato de sodio (Pentostam), son
los compuestos de primera linea que se usan para tratar la leishmaniasis. Otros
farmacos que pueden usarse incluyen pentamidina y anfotericina B. Sin embargo, la
resistencia de los paréasitos reduce en gran medida la eficacia de los medicamentos
convencionales. En los ultimos 15 afios, la mala aplicacion clinica de medicamentos
ha permitido el desarrollo de una resistencia generalizada a estos agentes, ademas, no
existen vacunas eficaces para prevenir la leishmaniasis (29).

Arsenal terapéutico

- Antimoniales pentavalentes: se desarrollaron en 1945 y siguen siendo el
tratamiento de primera eleccion para la leishmaniasis visceral y cutanea en la
mayor parte del mundo. La eleccidn del tratamiento depende de la especie de
Leishmania causante, muchos pacientes no respondieron a la medicacion con
antimoniales pentavalentes, aparte de esto, el hecho de ser muy téxico y no
bien tolerado hace que se busquen nuevas alternativas (30).

- Anfotericina B: farmaco antileishmania de segunda linea, aunque requieren
ciclos prolongados de administracion parenteral, es mucho menos téxico que
los antimoniales pentavalentes pero el alto costo impide su uso generalizado
en los paises en desarrollo (31).

- Miltefosina: se utiliza como agente anticancerigeno, se registré para el
tratamiento de VL y CL, la eficacia oral y el corto tratamiento fueron las
principales ventajas de este medicamento. Sin embargo, tiene limitaciones
importantes en el tratamiento de la leishmaniasis debido a sus efectos
teratogénicos y a su larga vida util, lo que podria favorecer la promocion de la

resistencia a los medicamentos


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/meglumine-antimoniate
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Teniendo en cuenta estos factores, la terapia con medicamentos no ha sido eficaz para

erradicar esta enfermedad (32).

1.2 PLANTAS MEDICINALES

El uso de plantas medicinales es tan antiguo como la humanidad misma. El
conocimiento del uso de plantas medicinales es el resultado de los muchos afios de
luchas contra las enfermedades debido a que el hombre aprendi6 a buscar farmacos en
las hojas, corteza, semillas, cuerpos frutales y otras partes de las plantas. La ciencia
contemporanea ha reconocido su accion activa, y ha incluido en la farmacoterapia
moderna una gama de medicamentos de origen vegetal, conocidos por civilizaciones
antiguas y utilizados a lo largo de milenios (33). Una planta medicinal es cualquier
planta que, en uno 0 méas de sus 6rganos, contenga sustancias que puedan utilizarse
con fines terapéuticos o que sean precursoras para la sintesis de farmacos Utiles. Esta
descripcion permite distinguir entre plantas medicinales cuyas propiedades
terapéuticas y constituyentes se han establecido cientificamente, y plantas que se
consideran medicinales pero que aun no han sido sometidas a un estudio cientifico
exhaustivo (34).

Se han identificado actividades antiprotozoaria en varios productos vegetales y esto
estd ganando popularidad en todo el mundo. Un numero creciente de ellos ahora esta
demostrando su valor terapéutico universalmente. La aceptabilidad de los productos
vegetales como alternativas depende en gran medida de su validacion cientifica. Una
gran cantidad de estudios en la India y en otros lugares han proporcionado evidencia
de la presencia de componentes bioactivos a traves de la deteccion in vitro e in vivo
(35).

Puntualmente para el caso de la leishmaniasis, compuestos provenientes de plantas
nativas de diversas zonas geograficas donde la enfermedad es endémica han sido
estudiados a nivel de sus propiedades anti protozoarias, evaluandose distintas
fracciones de extractos con el fin de determinar su potencial actividad leishmanicida,
y hallando algunos resultados promisorios en algunos casos. Sin embargo, en este
sentido es necesario resaltar que muchos de los tamizajes iniciales llevados a cabo en
muchos de los estudios, ha sido sobre la forma flagelar del patdgeno, la cual, a pesar

de ser el estadio mas facil de manejar in vitro, no corresponde al estadio responsable
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de la enfermedad, por lo cual la extrapolacion de la actividad observada en muchos de

los casos sobre la forma intracelular (amastigotes) no se conserva (36).

1.2.1 Antecedentes del género Solanum

El género Solanum, estd representado por aproximadamente 2.000 especies
distribuidas en regiones tropicales y templadas del mundo. Muchas especies de la
familia de Solanaceas se utilizan ampliamente en la medicina popular o como
vegetales. La quimica de los miembros de la familia Solanaceae son de gran interés
debido a la variedad de propiedades bioldgicas que presenta. Se ha informado que
algunas especies de Solanum tienen propiedades antiinflamatorias, sedantes,
antiespasmadicas, antiepilépticas (37), hipoglucémico, anti-obesidad, reductor del
colesterol (36- 37) actividades leishmanicidas y tripanosomales (40). Ademas, otros
estudios demostraron actividad anticancerigena contra células de hepatoma (Hep3B)
y células tumorales de lineas pulmonares (H441, H520, H661 y H69) (41).

1.2.2 Metabolitos secundarios en general del género Solanum

Los metabolitos secundarios de plantas solanaceas incluyen varios tipos de acidos
fendlicos, alcaloides, flavonoides, taninos, estilbenos, curcuminoides, cumarinas,
lignanos, quininas, flavonoles (quercetina-3-rutindsido, quercetina-3-galactésido,
quercetina-3-glucésido 'y quercetina-3-ramnosido), flavonoides (catequina y
epicatequina) y antocianinas), terpenoides.

- Alcaloides: son compuestos ciclicos de origen biolégico con un atomo de
nitrégeno unido a al menos dos atomos de carbono. La presencia del alcaloide
solasodina, que es una caracteristica de las plantas Solanum, es una materia
prima importante para las posibles hormonas esteroides sintéticas. Solasodina
y sus formas glicosiladas, como solamargina, solasonina y otros compuestos
tienen potencial valor terapéutico. Las especies de Solanum se utilizan
ampliamente en los sistemas de atencion de la salud y representan una fuente
de diversos fitoquimicos, incluidos los alcaloides. Desde décadas, los
alcaloides de Solanum han sido un tema de interés en estudios farmacoldgicos
y terapéuticos debido a la amplia gama de actividades bioldgicas tales como

antimicrobianos, antivirales, antiparasitarios, antirreumaticos, anticonvulsivos,
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antiinflamatorios, antioxidantes y anticancerigenos. Tanto Solanum
americanum como Solanum sisymbriifolium estan compuestos por alcaloides
(42).

- Flavonoides: Quimicamente, estas sustancias son de naturaleza fendlica y se
caracterizan por poseer dos anillos aromaticos bencénicos unidos por un puente
de tres atomos de carbono. Ellos son muy importantes para el desarrollo y buen
funcionamiento de las plantas, ya que actian como atrayentes de animales en
la oviposicidn, como agentes protectores contra la luz UV o contra la infeccion
por organismos fitopatdgenos; ademas, estos compuestos presentan
propiedades relacionadas con la salud humana, lo cual esta basado en su
actividad antioxidante (43). Los flavonoides estan presentes en S. americanum
y S. sisymbriifolium, y es un compuesto relacionado con la actividad
antimicrobiana (44). Antecedentes de la especie Solanum paludosum, la cual
presenta flavonoides como metabolito secundario, exhiben que los flavonoides

inducen la muerte celular de parasitos de Leishmania (45).

Especies del género Solanum tradicionalmente se han empleado en otros paises para
tratar algunas enfermedades. Solanum incanum Linn, S. nigrum, vy Solanum
violaceum Linn, son usadas como antibacterianas, en procesos inflamatorios, diabetes
y desdrdenes bucales. Solanum americanum, o sombra nocturna de bayas negras en
inglés se han utilizado como remedio a base de hierbas para curar diversas dolencias
del higado, trastornos estomacales, asma, tos ferina (46).
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Descripcion boténica y distribucion de las especies
1.2.3.1 Clasificacion taxondmica de Solanum americanum Mill

Tabla 2. Clasificacion taxondémica de Solanum americanum Mill.

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Subdivision Spermatophyta

Clase Magnoliopsida (Dicotiledonea)
Subclase Asteridae

Orden Solanales

Familia Solanaceae

Género Solanum

Especie Solanum americanum
Nombre Cientifico | Solanum americanum

b- Descripcién botanica

Solanum americanum tiene los I6bulos del céliz reflejos cuando los frutos son

maduros, y tiene anteras cortas de 1-2 mm de largo; en Solanum nigrescens los

I6bulos del céliz son mas o0 menos pegados al fruto en la madurez y sus anteras son
de 2-4 mm de largo (47).

Habito y forma de vida: Planta herbacea, erecta o rastrera.

Tamano: Hasta de 1 (1.5) m de alto.

Tallo: Ramificado, con pelos encorvados hacia arriba o casi sin pelos.

Hojas: A menudo en pares, siendo una mas grande que la otra, sobre pedicelos
hasta de 3 cm de largo, l&mina lanceolada a ovada, hasta de 8 (15) cm de largo
y 4 (5.5) cm de ancho, aguda a acuminada en el pice, entera a sinuado dentada
en el margen, cuneada en la base, con pelos contra la superficie en ambas caras
o0 sin pelos.

Flores: Con céliz de 1 a 2 mm de largo, sus l6bulos 5, mas 0 menos del mismo
largo que el tubo, ovados a oblongos, doblados hacia abajo en fruto; corola
morada o blanca, de 4 a 7.5 mm de largo, sus Iébulos triangulares, mucho mas

largos que el tubo, pubescentes por fuera; anteras de 1 a 2 mm de largo,
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filamentos de menos de 0.5 mm de largo; ovario sin pelos, estilo pubescente
en su mitad inferior, por lo general mas largo que los estambres.
- Frutos y semillas: Fruto globoso, de 4 a 8 mm de diametro, negro en la

madurez; semillas lenticulares, de mas o menos 1 mm de diametro (48).

Figura 4. Solanum americanum Mill. Foto: T. Low © T. Low
c- Distribucion geografica
Una maleza cosmopolita variable en regiones tropicales y templadas calidas. Por lo
general, crece en habitats alterados asociados con actividades humanas. Se encuentra
en Alto Parand, Alto Paraguay, Amambay, Caazapa, Canindeyu, Central, Cordillera,

Guaira, Itapia, Neembucu, Paraguari, Presidente Hayes, San Pedro (49).
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1.2.3.2 Clasificacion taxondmica de Solanum sisymbriifolium Lam

Tabla 3. Clasificaciéon taxondmica de Solanum sisymbriifolium Lam

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Subdivision Spermatophyta

Clase Magnoliopsida (Dicotiledonea)
Subclase Asteridae

Orden Solanales

Familia Solanaceae

Género Solanum

Especie Solanum sisymbriifolium
Nombre Cientifico | Solanum sisymbriifolium

a- Descripcion botanica

Solanum sisymbriifolium es una hierba perenne, sufruticosa, con raiz gruesa y tortuosa
y tallos erectos, ramificados, lignificados en la base, angulosos, cubierto por una
pubescencia de pelos simples y glanduloso y pelos estrellados y con aguijones
anaranjados o rojizos de hasta 1.5 cm de largo. Hojas alternas, pecioladas, con peciolo
de 2 a 6 cm de largo, cubiertos de aguijones; lamina de contorno ovado, profundamente
pinnatipartida o pinnatisecta, con 4 a 7 I6bulos a cada lado, ovado-triangulares,
irregularmente dentados, con aguijones sobre los nervios, de 5a 10 cm de largoy 3 a
6 cm de ancho. Flores en cimas corimbiformes terminales con los pedinculos cubiertos
por pelos glandulosos, rigidos; caliz acampanado, 5-secto, con l6bulos agudos,
glandulosos y con aguijones en el dorso; corola rotacea, blanca o azulada, de 2 a 2.5
cm de didmetro. Bayas esféricas, anaranjadas o rojizas, de 10 a 12 mm de didmetro
(50).
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Figura 5. Solanum sisymbriifolium Lam. Foto: C. T. Johansson
b- Distribucién geogréafica
Se encuentra en casi todo el Paraguay: Alto Paraguay, Boquerdén, Caaguazd,
Central, Cordillera, Guaira, Itapia, Neembucu, Paraguari, Presidente Hayes, San
Pedro.

1.3 MACROFAGOS EXTRAIDOS DE RATONES PARA ESTUDIOS DE
CITOTOXICIDAD
El ensayo de citotoxicidad in vitro determina si un producto o compuesto tendra
efectos toxicos sobre células vivas, se emplean diferentes métodos de tincion celular
con el fin de estimar de manera indirecta el nimero de células viables presentes
después de un tratamiento. Los ensayos de citotoxicidad son tipicamente el primer
paso a realizar para la identificacion y caracterizacion de los riesgos asociados a algin
compuesto en particular, la funcién de este ensayo es determinar si la actividad de
dichos compuestos es especifica para los parasitos e inocua para las células de
mamiferos o ésta posee una citotoxicidad inespecifica, es decir que su toxicidad no es
dirigida Unicamente al parasito (51). Los macrdfagos son un fenotipo diverso de
células fagociticas profesionales derivadas de precursores de la médula Gsea y
monocitos parentales en la sangre periférica. Son esenciales para el mantenimiento y
la defensa de los tejidos del huésped, ya que detectan y absorben las particulas vy,
cuando es necesario, inician una respuesta proinflamatoria (52). Los macréfagos estan
involucrados en todas las etapas de la respuesta inmune y estan armados con varios
mecanismos para destruir microorganismos dentro de los fagosomas, que incluyen
limitacion de nutrientes, intermedios toxicos de oxigeno y nitrégeno, acidificacion del


https://de.wikipedia.org/wiki/Solanum_sisymbriifolium#/media/File:Solanum_sisymbriifolium-IMG_9355.jpg
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compartimento y fusion de fagosomas con lisosomas que son ricos en enzimas
hidroliticas (53).

La cavidad peritoneal proporciona un sitio de facil acceso para la recoleccién de un
nimero moderado de macréfagos residentes no manipulados. Por lo general, el
nimero de macrofagos presentes en el peritoneo es insuficiente para estudios
bioquimicos extensos. Para aumentar el rendimiento de macréfagos, se pueden
inyectar en la cavidad peritoneal agentes estimulantes estériles, como caldo de
tioglicolato de Brewer o peptona de proteosa, o almidon, para la estimulacion de
produccion de macréfagos, en la cavidad peritoneal antes de la recoleccion de
células. Estos agentes aumentan la migracion de monocitos hacia el peritoneo y, por
lo tanto, aumentan el rendimiento de macréfagos. Sin embargo, tal estimulacion podria
alterar las caracteristicas fisioldgicas de las células recolectadas. De acuerdo con lo
mencionado anteriormente, los ratones BALB/c o ratones albinos son utilizados en
este tipo de ensayos, para ello, los ratones libres de patdgenos especificos se compran
a proveedores comerciales autorizados, estos deben criarse y alojarse en un entorno
limpio y libre de patdgenos. Es importante utilizar ratones limpios, libres de estrés y

no infectados (54).

1.4 EL MODELO DE LA LINEA CELULAR THP-1 EN EL ESTUDIO DE LA
INFECCION CAUSADA POR PARASITOS DE L. INFANTUM
THP-1 designa una linea celular similar a monocitos inmortalizada espontaneamente,
derivada de la sangre periférica de un caso infantil de leucemia monocitica aguda
(subtipo M5). Las células THP-1, incluidos sus derivados modificados genéticamente,
representan herramientas valiosas para investigar la estructura y funcion de los
monocitos tanto en la salud como en la enfermedad. Los monocitos circulantes tienen
el potencial de diferenciarse en macréfagos tisulares, contribuyendo asi a la reserva de
macrofagos de origen embrionario y proporcionando ayuda en la fagocitosis de
patdgenos invasores (55). Las células THP-1 activadas se han utilizado durante mucho
tiempo como un sistema modelo versatil para estudiar las respuestas inflamatorias, la
apoptosis de la celula huésped y el comportamiento de la autofagia en respuesta a
patdgenos intracelulares. Se ha descubierto que la linea celular promielocitica humana

THP-1 apoya el crecimiento de los paréasitos Leishmania (56).
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En la leishmaniasis visceral, los macrofagos juegan un papel fundamental; son las
células residentes primarias y son permisivas para la proliferacion de estos parasitos
(57). Sin embargo, también se consideran las células efectoras mas relevantes, ya que
son responsables de la eliminacién de Leishmania a través de la activacion de las vias
de sefializacion inflamatoria y el estallido oxidativo (58). Después de la internalizacion
inicial de promastigotes por macrdfagos, se espera la fusion de fagosomas y
lisosomas. Sin embargo, Leishmania se encuentra entre los pocos parasitos que no
solo pueden sobrevivir sino también multiplicarse en este entorno tan inhospito
(59). Para ello, estos paréasitos desarrollaron estrategias de gran éxito para manipular
el sistema inmunolégico. Por tanto, el establecimiento de la infeccion depende de la
eficacia del huésped para inducir la respuesta inmunitaria efectora y de la eficacia del
parasito para subvertir la respuesta inmunitaria del huésped (60).

Los ensayos con modelos de macréfagos-amastigotes se consideran los mas cercanos
a las condiciones fisiopatologicas de la leishmaniasis y, por lo tanto, son los mas
apropiados para el cribado in vitro. Las células de leucemia monocitica aguda humana
diferenciadas que no se dividen (THP-1) (hacen una alternativa atractiva) a los
macréfagos primarios aislados y pueden usarse para ensayar la actividad
antileishmania de diferentes compuestos contra amastigotes intracelulares. Acorde a
lo anterior, el trabajo desarrollado por Surendra K, et al. reportaron que el nimero de
parésitos a ser empleados en el indculo podria ser 2.5x108 parasitos de L. infantum/ml
(para células THPL1: proporcién de parasitos = 1:10). El uso de lineas celulares
humanas proporciona resultados interesantes y distintos, que cuando se trabaja con
células de animales, las observaciones experimentales generadas en ratones no se
conservan necesariamente en humanos, lo que puede obstaculizar la investigacion

traslacional. (61).
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2.1 Objetivo General

Evaluar la actividad antiprotozoaria sobre Leishmania infantum de extractos

metanolicos de Solanum americanum y Solanum sisymbriifolium.

2.2 Objetivos especificos
Determinar la actividad citotoxica de extractos metanolicos derivados de Solanum
americanum y Solanum sisymbriifolium sobre macréfagos intra- peritoneales extraidos
de ratones.
Determinar la actividad leishmanicida in vitro de los extractos metandélicos de Solanum
americanum y Solanum sisymbriifolium sobre promastigotes de Leishmania infantum.
Determinar la actividad leishmanicida in vitro de los extractos fraccionados de
Solanum americanum sobre promastigotes de Leishmania infantum.
Identificar los metabolitos secundarios del extracto metandlico de Solanum
americanum.
Determinar la actividad leishmanicida del extracto metandlico de Solanum
americanum sobre amastigotes intracelulares de Leishmania infantum infectando

experimentalmente la linea celular THP-1.
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3.1 Disefio del estudio: Experimental de fase pre- clinica.

ETAPA PROCEDIMIENTO

FASE I Evaluacién de la citotoxicidad en macrofagos extraidos de
ratones.

FASE II Evaluacion de actividad antiparasitaria in vitro sobre

promastigotes de L. infantum
FASE Il1I Evaluacién de actividad antiparasitaria in vitro sobre

amastigotes de L. infantum

3.1.1 Preparacion de extractos

Plantas

Secado

Pulverizado

Macerado

S. americanum- S. sisymbriifolium-

Metanol
Extracto crudo Metanol

Fraccionamiento

Figura 6. Flujograma de la preparacion de extractos para su estudio bioldgico
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3.2 Obtencion de material vegetal: Para el desarrollo experimental del presente
trabajo, el 27 de marzo del afio 2019, se colectaron plantas de la especie Solanum
sisymbriifolium y Solanum americanum en Villa Hayes, Barrio San Jorge, las
coordenadas de ésta area son -25.089063,-57.545395, dejando un ejemplar de estas
especies vegetales en el Herbario del departamento de Botanica de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Asuncion, bajo los codigos
57486 y 57488, respectivamente (Anexo 1).

En detalle, las plantas Solanum sisymbriifolium y Solanum americanum se dejaron

secar durante 72 horas a la sombra y temperatura ambiente. Luego de que se

encontraban secas, fueron pulverizadas con ayuda de un molino y se peso el material

pulverizado. El peso de cada planta se observa en la tabla 4.

Tabla 4. Peso en gramos del material vegetal pulverizado

Planta Peso
Solanum americanum ‘ 78 ¢
Solanum sisymbriifolium ‘ 146 g

Una vez molido y pesado, al material vegetal se le adicion6 metanol, 500 mL para
Solanum americanum y 600 mL para Solanum sisymbriifolium, cada material vegetal
se sonicd y se filtro por filtracién al vacio, este proceso se repitid tres veces,
posteriormente el extracto metandlico recolectado se concentré en un evaporador
rotatorio a 40°C bajo presion reducida, hasta obtener masas consistentes que
posteriormente fueron preservadas en frascos de color &mbar. Se obtuvo 15 g de
extracto metandlico crudo de S. americanum y 23 g de extracto crudo de S.
sisymbriifolium. Se almacenaron a temperatura ambiente para su posterior uso.

3.2.2 Obtencion de fracciones del extracto metandlico de Solanum americanum
El extracto metanolico de Solanum americanum se fracciono con los solventes: hexano
(CeHa4), cloroformo (CHCIs), acetato de etilo (CHs-COO-CH:-CHs) y butanol (HsC-
(CH2)3-OH). Se pes6 6 mg del extracto metanolico de Solanum americanum vy se le
adicion6 100 mL de agua destilada, se llevo a un embudo de decantacion y se agregd
50 mL de hexano, se separ0 de su fase acuosa y se filtré por filtracion al vacio, se le
afadié 1 cucharada de sulfato de sodio para eliminar el exceso de agua, este proceso

se repitio tres veces, posteriormente el fraccionamiento con hexano recolectado se
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concentrd en un evaporador rotatorio a 40°C bajo presion reducida, hasta obtener una
masa consistente que posteriormente fue preservada en un frasco de color &mbar. Se
procedio igualmente con los solventes cloroformo, acetato de etilo y butanol.

A partir de 78 g de la planta de S. americanum se obtuvo 15 g de extracto crudo que
representa un rendimiento del 19,3% y un rendimiento de 10% para S. sisymbriifolium.
A partir del extracto metanodlico de S. americanum, se obtuvo 1,08 g de fraccion de
hexano, 0,7 g de fraccion de cloroformo, 0,4 de acetato de etilo y 0,4 de butanol con

rendimientos de 2%, 1.98%, 1,3% Yy 1% respectivamente.

Perfiles cromatograficos de extractos metandlicos de origen vegetal con actividad
antileishmania

Se seleccionaron las plantas que presentaban actividad antileishmania y se determino
la presencia de metabolitos secundarios. Para ello, se utilizd el método de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS).

Las muestras se disolvieron en acetonitrilo grado LC/MS (Merck KGaA, acetonitrilo
grado LCMS ®, Alemania) a una concentracion de 10 mg / mL y se filtraron con filtro
de nailon para muestras de 0,22 u de didmetro de poro (Microclar ®, Argentina).

Posteriormente se inyectaron en un cromatografo de liquidos acoplado a un
espectrometro de masas en tdndem (Xevo-TQD, Waters Corporation, EE. UU.) con
una fuente de ionizacion por electrospray (ESI) y en las siguientes condiciones: Para
la separacion de los compuestos, se utilizé una columna Phenomenex KINETEX core-
shell EVO-C18 (2,1 mm x 100 mm, 1,7 um). La temperatura de la columna se mantuvo
a 40 ° C. La fase movil era MeOH (fase A) y agua (Fase B) (grado LC-MS, Merck
KGaA, Darmstadt, Alemania), ambos conteniendo acido formico al 0,1% y formato
de amonio 10 mM. La elucion se realizé a una velocidad de flujo de 0,3 ml/min en
modo de gradiente, como sigue: 0-0,7 min, 80%-80% A; 0,7-3,2 min, 80% -60% A,
3,2-7,6 min, 60% —20% A; 7,6-8,3 min, 20% —0% A, 8,3-10,4 min, 0% —-80% A,
10,4-13 min, 80% —80% A. El extracto metandlico y sus fracciones se disolvieron en
MeOH LC-MS, se filtraron a través de filtros de jeringa de nailon de 0,22 pm y se

inyectaron a 5 mg/ml.
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Los espectros de MS se adquirieron utilizando el modo de barrido completo (m/z 80-
800, a una velocidad de 2000 m/z por segundo) con ESI como fuente de ionizacion en
los modos de ionizacidn negativa y positiva. Los analisis MS/MS se llevaron a cabo
en modo de iones secundarios (tiempo de exploracion 0,1 s), seleccionando los
compuestos principales para la fragmentacion. El gas de colision fue argon. El gas
nebulizador y el gas de secado fueron nitrégeno. Las condiciones de MS fueron las
siguientes: el voltaje capilar de electropulverizacion fue de 2,5 kV, la temperatura de
la fuente fue de 150 °C, la temperatura de desolvatacion fue de 350 °C, el flujo de gas

de cono fue de 80 L/hy el flujo de gas de desolvatacion fue de 900 L/h.

Teniendo en cuenta el trabajo hecho anteriormente, la descripcion de la metodologia
utilizada para alcanzar los objetivos del presente trabajo, asi como los resultados
obtenidos en cada trabajo experimental, se presentaran en este escrito de acuerdo con

las fases mencionadas.

3.3 Metodologia fase |
3.3.1 Poblacion y muestra.
- Poblacion animal: Ratones albinos.
- Muestra animal: 4 ratones albinos proveidos por el Bioterio del Instituto de
Investigaciones en Ciencias de la Salud (I1CS, UNA).
Criterios de inclusion.
- Ratones con buen estado nutricional.
- Ratones sin malformaciones u otras enfermedades.
- Ratones de entre 18 a 20 gramos de peso.
- Ratones con 12 horas de ayuno.
Criterios de exclusion.
- Ratones hembra.

- Ratones que no tengan adecuado peso antes y durante el periodo experimental.
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Método de sacrificio de los ratones

Los ratones fueron sacrificados utilizando el método de eutanasia por agente quimico
inhalatorio, cuya especie quimica es el dioxido de carbono (CO2). EI COzes 1,5 veces
mas pesado que el oxigeno (Oz), no es combustible, es incoloro e indoloro. Aunque
hasta la actualidad se han utilizado agentes volatiles para la eutanasia de animales
pequefios, la UFAW recomienda el CO2 como el agente quimico mas adecuado tanto

para el animal, como para el trabajador.

Evaluacion de la actividad citotdxica en macréfagos extraidos de ratones

La toxicidad de los extractos metanolicos de Solanum americanum y Solanum
sisymbriifolium fue evaluada utilizando el método de azul tripAn que nos permite
distinguir las células no viables de las viables expresando en funcion del porcentaje de
estas Gltimas su viabilidad. Su fundamento consiste en que las células vivas, con
membrana citoplasmatica integra, excluyen el colorante y no se tifien; en cambio
atraviesa en las muertas con lesion de la membrana celular lo que hace que se vean de
color azul (62) .

Los macréfagos que se extrajeron de los ratones fueron cultivados en presencia de
distintas concentraciones de las soluciones a analizar y transcurridas 48 h de
exposicion se determind el porcentaje de células viables presentes.

En detalle, se sacrificaron utilizando el método de eutanasia por agente quimico
inhalatorio, cuya especie quimica es el diéxido de carbono (CO-) 4 ratones sanos
obtenidos del bioterio del Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud y en
ayunas de 12 horas aproximadamente, se desinfectd el abdomen de cada animal con
alcohol de 70°. Se despellejd la parte ventral de cada animal, hasta que quede a la vista
el peritoneo, con la ayuda de dos pinzas y un bisturi y se inocul6 6 ml de PBS frio en
el abdomen y se mezclo dentro del mismo. Se extrajo inmediatamente el contenido
con una jeringa y se guardo en un tubo estéril hasta su uso (para estimular y obtener
mayor namero de macréfagos se inoculd por via intraperitoneal una solucion de
almidon al 2 % en solucion salina fria 4 dias antes del sacrificio). Se centrifugd a 1200
rpm durante 10 min. Se resuspendio en medio RPMI y se contd en cdmara de Neubauer

(Boeco, Germany), (2,7 .10 ® macrdfagos/ ml). (Figura 5).



29

Se utilizaron macroplacas de 24 pocillos a los cuales se le colocaron laminillas de
forma circular previamente sumergidas en acido nitrico al 3% para mejor adherencia
de los macréfagos. Para el contaje se prepard una dilucion 1/10 (3500 ul de RPMI con
10 % de Suero Fetal Bovino + 500 ul de la solucion con células). Se colocaron 100 pl
del medio RPMI conteniendo los macréfagos (1.10 ° macrofagos /cubre) en cada pozo
y se incubaron a 37°C —5% CO; durante 3 horas. Se prepararon los extractos a testear:
se pesaron 2 mg de cada extracto y se disolvieron con 15 pL de DMSO y 980 pL de
RPMI. Se realizaron diluciones a concentraciones de producto de 100, 50, 25y 12,5
ug. Una vez pasadas las tres horas de incubacion se realizé un lavado de los pocillos
con medio RPMI de manera que se eliminen los macréfagos que no se adhirieron a las
laminillas, se puso en contacto con las diferentes diluciones de los extractos, se tuvo
un control negativo de macréfagos con medio RPMI, sin producto a testear. Luego se
incubaron nuevamente en estufa a 37°C- 5% CO durante 48 horas. Para la evaluacion
se utilizé un microscopio invertido y la lectura se realiz6 con azul tripan al 0.4%. Se
contaron 100 macréfagos y se determind la frecuencia de vivos y muertos. Se comparo
con el control positivo. Cada ensayo fue realizado por triplicado en tres (3)
experimentos independientes.

Contando con los datos de porcentajes de viabilidad de las células, se procedié a la
determinacion de la concentracion citotoxica 50 (CCso- la concentracion citotoxica de
los extractos para causar la muerte del 50% de las células viables en el huésped). Se
utilizé la prueba de bondad de ajuste de Pearson para determinar si el modelo Probit
se ajusta adecuadamente a los datos proporcionados por los experimentos. La CC50 y
el limite de confianza del 95% correspondiente se determinaron a partir de una linea

de regresién de mortalidad Probit de dosis logaritmica.
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Figura 7. Observacién de macrofagos en microscopio éptico con aumento de 40x.

3.3.2  Asuntos Eticos

Todos los procedimientos en los que estuvieron implicados animales fueron realizados

en conformidad con los Principios Internacionales, Guias de la Investigacion

Biomédica que utiliza animales, elaborados por el Consejo de Organizaciones

Internacionales de Ciencias Médicas (CIOMS). Este trabajo de tesis fue aprobado por

el comité de ética en la investigacion de la Facultad de Ciencias Quimicas de la

Universidad Nacional de Asuncion, bajo el cddigo CEI 473/19 (Anexo 2). Se utilizd

la menor cantidad de ratones posibles y se tomaron las precauciones necesarias para

evitar sufrimientos innecesarios de los mismos. Los animales fueron mantenidos en
ambiente con temperatura controlada y cantidades adecuadas de alimento y agua.

3.4 Metodologia fase 1

3.4.1 Obtencion de la cepa referencial de Leishmania infantum

La cepa MHOM/FR/LEM 75 de Leishmania infantum que fue utilizada, corresponde

al departamento de Medicina Tropical del Instituto de Investigaciones en Ciencias de

la Salud (I1CS). San Lorenzo- Paraguay.

3.4.2 Evaluacion de la actividad antiparasitaria in vitro de los extractos
metanolicos de Solanum americanum y Solanum sisymbriifolium sobre L.
infantum.

El efecto antileishmania in vitro sobre la forma extracelular flagelar (promastigote) del

parasito se evalud a través del cultivo de promastigotes de L. infantum en presencia de

diferentes concentraciones de los extractos ya mencionados.
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Se utiliz6 la cepa MHOM/FR/LEM 75 de Leishmania infantum referenciales,
obtenidas del Departamento de Medicina Tropical del 1ICS. Se pesaron 20 mg de
ambos extractos y se disolvieron en 1000 uL de DMSO (Dimetil sulféxido), la cual
seria la solucion madre. Se tomd 10 pL de la solucion madre y se llevd a 1000 pL con
medio Schneider (Sigma) en un tubo estéril (Deltalab), se obtuvo de esta manera la
dilucion con DMSO al 0,01%, y se utilizé como control 10 pL de DMSO disuelto en
1000 pL de medio Schneider.

Se utilizaron microplacas de 96 pocillos en los cuales se coloco el cultivo de parasitos
a una concentracion aproximada de 1x107 parasitos/ 4 mL de medio Schneider, en cada
pocillo se agreg6 100 puL de medio Schneider excepto en la primera concentracion del
extracto a testear, luego se realizaron diferentes diluciones del extracto de S.
sisymbriifoliumy S. americanum: 100 pug/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pug/mL, 6,25
pug/mL y 3,125 pg/mL. Se incubd en estufa (SANYO) a 28°C durante 72 h y se
observaron los parésitos utilizando un microscopio 6ptico con aumento de 40x. Para
cada producto se prepararon por triplicado y utilizando la cepa MHOM/FR/LEM 75
de Leihmania infantum, para el control se utilizé el mismo cultivo de paréasitos en
medio Schneider’s también por triplicado. La evaluacion se realizd contando el
namero de parasitos en una camara de Neubauer, observando lisis de los parasitos y se
hall6 el porcentaje de lisis de parasitos como se describe en la ec. (1). Cada ensayo fue
realizado por triplicado en tres (3) experimentos independientes. Los resultados fueron

comparados con Anfotericina B descrita en el protocolo.

X Parasitos muertos

% mortalidad:

x 20000 (1)

X control

Contando con estos datos se procedié a la determinacion de la concentracion
inhibitoria media méxima (ICso- es una medida cuantitativa que indica la cantidad de
una sustancia que se necesita para inhibir, in vitro, un proceso bioldgico dado o
componente bioldgico en un 50%). Se utilizo la prueba de bondad de ajuste de Pearson
para determinar si el modelo Probit se ajusta adecuadamente a los datos
proporcionados por los experimentos.

ICso y el limite de confianza del 95% correspondiente se determinaron a partir de una
curva de regresion de mortalidad, usando el método de analisis de Probit. Para la

comparacion entre grupos se utilizd la prueba de analisis de varianza (ANOVA)


https://en.wikipedia.org/wiki/In_vitro
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seguido de la prueba de multiples comparaciones de Tukey, esto se realiz6 utilizando
el software estadistico GraphPad Prism version 8.0.0 para Windows. Las diferencias

fueron consideradas estadisticamente significativas cuando los valores de p eran <0.05.

Se calculd el indice de selectividad: El indice de selectividad fue calculado con base a
la relacion de la concentracion citotdxica al 50% y la concentracion inhibitoria al 50%
(CC50/CI50). El extracto que mejor actividad e indice de selectividad frente a
promastigotes presentaba, fue fraccionado y utilizado para realizar el perfil

cromatografico y para realizar la fase IlI.

3.4.3 Evaluacion de la actividad antiparasitaria in vitro de las fracciones de
Solanum americanum
Para el ensayo con las fracciones de Solanum americanum se procedié de la misma

manera descrita anteriormente para los extractos. Hexano

Se pes6 20 mg de extracto

v

Cultivo en placa

4

Parasitos + Extracto

4

Incubacién y Conteo

A4

Andlisis de datos

| Cloroformo

Acetato de etilo

Figura 8. Flujograma de evaluacion antileishmania con extractos fraccionados.

3.5 Metodologia fase 111

3.5.1 Cultivoy diferenciacion de THP- 1

La diferenciacion de las células THP-1 tipo monocito, fue realizada en el departamento
de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Quimicas. San Lorenzo- Paraguay.

Se cultivaron en frascos de cultivo estériles de 25 cm?, en un medio que contiene medio
RPMI-1640 (Central American Merch. Corp) complementado con un 10% de suero
bovino fetal inactivado. Las células THP-1 se sembraron en una placa de cultivo de 24

pocillos a una concentracion de 1x10° células / mL en medio completo, se tratd con 20
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pL (0,5 mg/mL) de 4a-forbol 12-miristato 13-acetato — PMA se incub6 durante 48
horas a 37 C y 5% de CO- antes de la infeccion. PMA fue utilizado para inducir la
diferenciacion de células THP-1 en células similares a macréfagos y para aumentar
sus propiedades fagociticas.
3.5.2 Cultivo de amastigotes axénicos
Se cultivaron formas promastigotes de la cepa MHOM/FR/LEM 75 de Leishmania
infantum en la fase exponencial tardia o fase de crecimiento estacionario; se lavé una
vez en PBS pH 7,4 y se centrifugd a 2.000 rpm por 10 minutos, se ajustd la
concentracion a 5,0x10° promastigotes/ mL en medio Schneider suplementado con
PBS al 10%, pH 6,3, en un frasco de cultivo celular de 25 cm? mantenido a 34 °C sin
CO2 y se mantuvo los parésitos en estas condiciones durante 24-48 h, o hasta que mas
del 90% de las formas estén redondeadas.
3.5.3 Evaluacion de actividad antiparasitaria in vitro sobre amastigotes de L.
infantum del extracto metandlico de Solanum americanum
Para evaluar el efecto de las drogas sobre los amastigotes se determinaron los
siguientes parametros: Porcentaje de reduccion de infeccidn e ICsq.
Se colocaron los macrofagos axénicos y amastigotes (10 parasitos: célula) en contacto,
en una macroplaca de 24 pocillos, a la concentracion de 10° células: 10° parésitos por
mL, en medio RPMI-1640 suplementado con PBS al 10%. Se incubaron los parasitos
y las células a 34 °C, sin COg, durante 16 horas con agitacion suave, para permitir la
interaccion y la infeccion.
Luego se incubd la placa durante 4 horas a 37 °C en presencia de CO al 5% para la
adhesion celular y se afiadié 1 mL de medio RPMI-1640 al 20% SBF a cada pocillo
después de este periodo. Se utiliz6 monocapas de células sin infectar como control
positivo, monocapa de células infectadas sin tratar como control negativo, y un control
DMSO al 1%. Cada control y compuesto fue analizado por triplicado.
Se pes6 20 mg del extracto de S. americanum y se afiadié 1000 pL de DMSO. Se tomo
10 pL de la solucion madre y se llevé a 1000 pL con medio RPMI- 1640, se realizaron
diluciones seriadas para obtener las concentraciones: 100, 50, 25y 12,5 pg/mL. Se
monitore0 hasta 72 horas después de la infeccidn, usando un microscopio optico y una

vez finalizado el experimento, se retird el medio de cultivo, se fijo los cubreobjetos
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con metanol y se tifié con Giemsa, en la figura 9 se puede observar el resultado de la

tincién con Giemsa.

Figura 9. Fotografia microscopica de celulas THP-1 infectadas experimentalmente
con Leishmania infantum con aumento de 40x. Células representativas de la infeccién

son mostradas en donde la flecha amarilla indica la posicidn del amastigote.

Después del secado, se mont6 los cubreobjetos en un portaobjetos de vidrio especial.
Para analizar el analisis de la variable dependiente (% de reduccién de la infeccion) se

aplico la siguiente férmula (ec. 2):

X infeccion con tratamiento

Porcentaje de reduccion de la infeccion = 100 — (

@)

se determind la tasa de infeccion mediante un analisis aleatorio de 200 células,

* 100)

X control negativo

evaluando el porcentaje de células infectadas y el nimero medio de parésitos

intracelulares como se visualiza en la ec. 3.

X de células infectadas con tratamiento

indice de infeccion= *100 (3)

X control negativo

Contando con estos datos se procedié a la determinacion de la concentracion
inhibitoria media maxima (ICsoama- concentracion obtenida sobre amastigotes). Se
utilizé la prueba de bondad de ajuste de Pearson para determinar si el modelo Probit

se ajusta adecuadamente a los datos proporcionados por los experimentos.
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ICso y el limite de confianza del 95% correspondiente se determinaron a partir de una
curva de regresion de mortalidad, usando el método de analisis de Probit. Para la
comparacion entre grupos se utilizo ANOVA seguido de la prueba de multiples
comparaciones de Tukey, esto se realizo utilizando el software estadistico GraphPad
Prism version 8.0.0 para Windows. Las diferencias fueron consideradas
estadisticamente significativas cuando los valores de p eran <0.05.

Se calculd el indice de selectividad: El indice de selectividad fue calculado con base a
la relacion de la concentracion citotdxica al 50% y la concentracion inhibitoria al 50%
(CCxo/ICsp).

3.5.4 Declaracion de Etica

Una linea celular comercial, linea celular monocitica de leucemia humana (THP-1),
obtenida del departamento de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Quimicas de
la UNA, fue utilizada en este estudio. En este trabajo no se utilizard como sujeto de
estudio a humanos, por ende, no precisa de consentimiento alguno. Se trabajara con

lineas celulares comerciales, de las cuales se tendra sus datos de procedencia.
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4.1 FASE |: Ensayo de citotoxicidad en macrdfagos extraidos de ratones.

La actividad citotdxica inducida por los extractos metanolicos de Solanum
americanum y Solanum sisymbriifolium sobre las células de macrofagos extraidos de
ratones albinos fue determinada mediante el método de tincion con azul de tripan.

En el presente trabajo se evidenciaron los niveles de toxicidad y se comparo las CCso
determinadas para cada extracto metanolico. La evaluacion de la citotoxicidad de
ambos extractos se realizo en células macrofagas extraidas de ratones, cuyos resultados
pueden observarse en la tabla 5.

En la figura 11 se muestran las curvas entre las concentraciones del extracto
metandlico de Solanum americanum y el porcentaje de viabilidad celular de los
macrofagos extraidos de ratones, después de 48 horas de exposicion, comparandose
con el control negativo que consistia en células macréfagas sin tratamiento. El analisis
de Pearson mostré una correlacion negativa significativa en las células macrofagas
evaluadas entre las concentraciones del extracto metandlico de Solanum americanum
(r= -0,9475, p<0,05) y de Solanum sisymbriifolium (r= -0,9364, p<0,05), y la
viabilidad celular en un tiempo prolongado de exposicion.

Asi mismo, la viabilidad celular, al exponer las células al extracto de Solanum
americanum, fue de 60% cuando los macréfagos se expusieron a la dosis de 50 pg/mL
y 55% cuando se expusieron a la dosis de 100 pg/mL, lo que indica que cuando se
aumenta la concentracion del extracto metandlico de Solanum americanum, la
viabilidad celular se ve afectada, pero no de manera significativa. Un porcentaje
elevado de viabilidad celular obtenido frente a la exposicién de un extracto vegetal o
compuesto quimico, es indicativo de la baja citotoxicidad que presenta dicho
compuesto, lo deseable para cualquier molécula candidata a nuevo farmaco.

De igual forma, lo que corresponde al extracto de metandlico de Solanum
sisymbriifolium, la viabilidad celular fue de 40% cuando los macrofagos fueron
expuestos a la dosis de 50 pug/mL y un 30% con la dosis de 100 pg/mL (Figura 12).
La concentracion citotoxica semiméxima o CCsp fue de 98,2 pg/mL para el extracto
metanolico de S. americanum y de 58,4 pug/mL para el extracto de S. sisymbriifolium
(Tabla 6).
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Tabla 5. Porcentaje de viabilidad celular de los macréfagos expuestos a las diferentes

concentraciones de los extractos metanolicos en un tiempo de 48 h.

Extracto Concentraciones (pug/mL)

Control 100 50 25 12,5
S. americanum 92 55 57,8 68 85
S. sisymbriifolium | 94,5 25 38 59 69
* Los valores se expresan como (%) de células viables

indice de correlacién de Pearson= -0,9475

100

50=

25=

Porcentaje de viabilidad celular
(macrdéfagos)

0 1 1 1 1
0 25 50 75 100

Concentracion de extracto de S. americanum (ug/mL)

Figura 11. Citotoxicidad de macrofagos extraidos de raton. Porcentaje de viabilidad

celular a las 48 horas de exposicidon al extracto metanélico de Solanum americanum.
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Figura 12. Citotoxicidad de macrofagos extraidos de raton. Porcentaje de viabilidad
celular a las 48 horas de exposicion al extracto metandlico de Solanum

sisymbriifolium.

Tabla 6. Concentracién citotéxica de extractos metanélicos de Solanum americanum

y Solanum sisymbriifolium sobre macrofagos.

Compuesto CCso (Mg/mL) | Intervalo de confianza (ng/mL)
S. americanum 98,2 79,56 119,43
S. sisymbriifolium | 58,4 44,04 74,98
Anfotericina B 21,3 - -

La tabla resume los hallazgos obtenidos en los ensayos de evaluacién de la actividad
citotoxica sobre macréfagos, mostrando la media de los tres (3) experimentos

independientes y su correspondiente intervalo de confianza.
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4.3 FASE Il: Evaluacion de la actividad antiparasitaria in vitro de los extractos
metandlicos de Solanum americanum y Solanum sisymbriifolium sobre L.
infantum.

Con relacion a la actividad antileishmania sobre la forma promastigote del parasito de

L. infantum, esto se realizé por conteo con camara de Neubauer, exponiendo de este

modo una cantidad constante de parasitos durante 72 h a diferentes concentraciones de

cada uno de los extractos, y controles mencionados anteriormente.

En la tabla 7 se puede observar la actividad antileishmania de los extractos

metanolicos, los parasitos estuvieron sometidos a diferentes dosis de los extractos, el

porcentaje de mortalidad de parésitos fue estadisticamente significativo con ambos
extractos metanolicos, comparando con el control negativo, p< 0,05. El control DMSO

no sobrepaso el 1%, por lo que no presentd mortalidad de paréasitos. (Figura 13).

Para verificar la existencia de diferencias significativas entre la concentraciéon de
extracto necesaria para lograr una mortalidad de mas de 50% de parasitos, se realizo
un anélisis ANOVA de dos vias, donde los factores fueron las dosis de extracto
utilizadas y los extractos metanolicos y controles utilizados. Los datos obtenidos se
muestran en la tabla 8, tanto para las dosis utilizadas, como las especies de plantas de
las cuales se obtuvieron los extractos y el control utilizado, existe diferencia
significativa en la mortalidad de parasitos (p<0,05). Para el andlisis de las diferencias
intra grupos, se muestran los resultados de la prueba pos-hoc de Tukey (Tabla 9), que
ha demostrado que existe diferencia entre el porcentaje de mortalidad de paréasitos con
el extracto de Solanum americanum y Solanum sisymbriifolium, existe también
diferencia entre la mortalidad de parasitos con Solanum americanum y el control
negativo (p<0,05). Existe diferencia estadisticamente significativa entre el control
negativo y el extracto metanolico de S. sisymbriifolium (p<0,05).

La concentracion inhibitoria semiméxima (ICso) fue de 32,1 pg/mL para el extracto de
Solanum americanum y 76,0 pg/mL para S. sisymbriifolium, esto se comparé con la
ICso de anfotericina B, descrita en protocolo (Tabla 10). El indice de selectividad
(CCsol 1Cs0) obtenido para el extracto metanodlico de S. americanum fue de 4,7 y para

S. sisymbriifolium fue de 0,7.
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Tabla 7. Porcentaje de mortalidad de las formas promastigotes de L. infantum

expuestos a diferentes dosis de los extractos metandlicos, en un tiempo de 72 h.

Extracto Concentraciones (ug/mL)

C.DMSO | 100 50 25 12,5 6,25 3,125
S. americanum - 90,14 | 66,70 | 49,98 | 9,80 ND ND
S. sisymbriifolium | - 55,8 25,50 | 7,75 ND ND ND

Control DMSO, ND: No determinado. * Los valores se expresan como (%) de
mortalidad de parésitos.

100
3 Hm Control -
80 = SAMet
© *
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= 60 *
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s 40 .
9
204 d
g 0
0——% T - i |
100 50 25 12.5

Concentracion pg/mL

Figura 13. Efecto in vitro del extracto metandlico de S. americanum y S.
sisymbriifolium sobre promastigotes de L. infantum. El porcentaje de mortalidad se
calcul6 después de 72 h de tratamiento con diferentes diluciones de cada compuesto.
El control negativo son promastigotes de L. infantum sin tratar. Los datos se expresan
como promedios mas las desviaciones estandar (DE) para tres experimentos
independientes. *: Diferencia significativa en relacion con el control negativo de
acuerdo con la prueba de Tukey (p<0,05). SSMet: Extracto metandlico de S.

sisymbriifolium; SAMet: Extracto metandlico de S. americanum.
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Tabla 8. ANOVA de dos factores. Nivel de significancia del 95%.

Origen Suma de cuadrados gl Media F Sig.
tipo 111 cuadrética

Interseccion 5652 6 9420 252,2 0,000

Extractos 9746 3 3249 467,8 0,000

Dosis 18523 2 9262 24,79 0,000

Residuos 115,3 24 4,805

Total 34036,3 35

Tabla 9. Prueba Pos Hoc de Tukey, para determinar diferencias intragrupos entre las

especies vegetales utilizadas y el control.

Diferencia de | Sig. Intervalo de confianza 95%
medias Limite inferior Limite
superior
Control - -55,32 0,000 -78,30 -32,34
vs. SAMet
Control -|-23,17 0,014 -41,36 -4,984
vs. SSMet
SAMet vs. | 32,15 0,000 22,76 41,54
SS Met

Tabla 10. Concentracion inhibitoria semiméxima, concentracion citotoxica e indice

de selectividad del extracto metandlico de S. americanum, S. sisymbriifolium y

Anfotericina B.

Compuesto ICs0-pro (Ug/mL) | SI CCso (Mg/mL)
Extracto S. americanum 21,1 +5,68 4,7 98,2 £58,8
Extracto S. sisymbriifolium | 76,0 + 28,22 0,7 58,4 +31,1
Anfotericina B 0,8+0,01 26,2 21,3+25

Concentracion ICso que provoco una disminucion del 50% en la viabilidad del parasito,

toxicidad en células de mamiferos (concentracion del farmaco CCsg que corresponde

al 50% de inhibicion del crecimiento celular) e indices selectivos (SI= CCso-

macrofagos/ 1Cso-Leishmania). Los datos se expresan como promedios mas las

desviaciones estandar (DE) para tres experimentos independientes.
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4.3.1 Evaluacion de la actividad antiparasitaria in vitro de las fracciones de
Solanum americanum

Como Solanum americanum present6 mejor ICso y CCso, se fraccioné y a cada una de
las fracciones obtenidas se les realizaron evaluaciones bioldgicas in vitro contra
promastigotes de la cepa MHOM/FR/LEM 75 de Leishmania infantum, con el fin de
determinar cuél de estos extractos organicos presenta actividad antiparasitaria.

La fraccion de cloroformo presentd 85% de mortalidad de parasitos con la dosis de
100 pg/mL, lo cual fue significativo comparando con el control negativo. La fraccion
de acetato de etilo presenté 75% de mortalidad de parasitos, ambas fracciones no
presentaron mortalidad de paréasitos con la dosis de 12,5 pg/mL, la fraccion de hexano
no presentd reduccidn de parasitos cuando se expusieron a los mismos a las diferentes
dosis (Figura 14). Se observé diferencia estadisticamente significativa entre cada
fraccion de extracto y las dosis utilizadas (Tabla 11). La actividad antiparasitaria de la
fraccion de butanol no fue determinada por contaminacion del extracto, el porcentaje
de mortalidad de parasitos fue estadisticamente significativo con las fracciones de
cloroformo y acetato de etilo, comparando con el control negativo (p< 0,05), no asi
para la fraccion de hexano (p>0,05) (Tabla 12). La concentracién inhibitoria
semiméxima (ICso) fue determinada para cada fraccion, la 1Cso de la fraccion de
cloroformo es de 54,63 pg/mL y la ICso de la fraccion de acetato de etilo es de 66,8
pg/mL, se presentan en la tabla 13 sus valores con las correspondientes desviaciones

estandar.
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Figura 14. Efecto in vitro de las fracciones del extracto metandlico de S. americanum

sobre promastigotes de L. infantum. EI porcentaje de mortalidad se calculd después de

72 h de tratamiento con diferentes diluciones de cada compuesto. El control negativo

son promastigotes de L. infantum sin tratar. Los datos se expresan como promedios

mas las desviaciones estdndar (DE) para tres experimentos independientes. *:

diferencia significativa en relacion con el control negativo de acuerdo con la prueba

de Tukey (p < 0,05).

Tabla 11. ANOVA de dos factores. Nivel de significancia del 95%.

Origen Suma de cuadrados gl Media F Sig.
tipo 111 cuadratica

Interseccion 6713 9 7459 104,1 0,000

Extractos 7189 3 2396 334,4 0,000

Dosis 26778 3 8926 1245 0,000

Residuos 229,3 32 7,167

Total 40909,3 47
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Tabla 12. Prueba Pos Hoc de Tukey, para determinar diferencias intragrupos entre los

extractos utilizados y el control.

Diferencia de | Sig. Intervalo de confianza 95%
medias Limite inferior  Limite superior
Control —vs. F. | -0,500 0,9677 | -3,461 2,461
Hexano
Control — vs. F. | -52,75 0,000 |-55,71 -49,79
cloroformo
Control —vs. F. | -40,67 0,000 |-43,63 -37,71
acetato de etilo

Tabla 13. Concentracion inhibitoria minima (ICso) de las fracciones del extracto

metanélico de S. americanum.

Compuesto ICso (Mg/mL)
Fraccion de Hexano ND
Fraccion de cloroformo 5463 + 12,11

Fraccion de acetato de etilo | 66,8 + 15,42

Fraccion de butanol ND

Anfotericina B 0,8+0,01

Concentracion inhibitoria minima (ICso) que provocé una disminucién del 50% en la
viabilidad del paréasito. Los datos se expresan como promedios mas las desviaciones

estandar (DE) para tres experimentos independientes.

4.3.2 Perfil cromatografico y metabolitos secundarios identificados en el
extracto de Solanum americanum y las fracciones de cloroformo y acetato
de etilo

Posterior a los ensayos de evaluacion de actividad antileishmania sobre promastigotes

de L. infantum, se seleccionaron a los tres extractos que presentaron actividad

leishmanicida. El perfil cromatografico realizado por cromatografia liquida de alta
resolucion acoplado a un espectrometro de masas brinda un cromatograma del extracto
metanolico de Solanum americanum (Figura 15), la identificacion de los siguientes
compuestos: los flavonoides, Quercetina e Isorhamnetina-3-O-glucésido y los
alcaloides solasodina y tomatidinol, la estructura de cada compuesto se observa en la

figura 16.
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Figura 15. Cromatogramas del extracto metanolico de Solanum americanum
Quercetina (5,89 min), Isorhamnetina-3-O-glucdsido (6,56 min), solasodina (7,14

min) y tomatidinol (8,46 min).
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Quercetin 3-O- glucosil- 6”- O- glucurdnido Isoramnetin-3-O-glucdsido

Quercetina
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Figura 16. Estructura de compuestos identificados del extracto metandlico de

Solanum americanum.

En la figura 17 se observan los cromatogramas de la fraccién cloroférmica en la cual
fueron identificados el triterpenoide acido betulinico, el éster 2-hidroximetilen-3-metil
pentanodioato de 1-metil -5-(3,4,5-trihidroxi6-fenetiloxi-tetrahidropiran-2-il metil) y
el compuesto fendlico, lignano, 1- Acetoxi-pinoresinol. La estructura de cada
compuesto se observa en la figura 18.

En la figura 19 se observa el cromatograma de la fraccion de acetato de etilo en donde
se identifican los flavonoides Isoramnetina, Kaempferol y el fitoesterol Beta-
sitosterol. Para el caso del Beta- sitosterol, no se pudo diferenciar por el peso si
corresponde a este compuesto, 0 a un isébmero. La estructura de cada compuesto se

observa en la figura 20.
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Figura 17. Cromatogramas de la fraccion de cloroformo del extracto de Solanum
americanum. Acido betulinico (10,19 min), 2-hidroximetilen-3-metil pentanodioato
de 1-metil -5-(3,4,5-trihidroxi6-fenetiloxi-tetrahidropiran-2-il metil) (6,97 min), 1-
Acetoxi-pinoresinol (8,35 min).
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Figura 18. Estructura de compuestos identificados de la fraccion de cloroformo de

Solanum americanum.
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Figura 19. Cromatograma de la fraccidn de acetato de etilo del extracto de Solanum

americanum. Isoramnetina (6,65 min), Beta- sitosterol (7,90 min), Kaempferol (9,30

min).
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Isorhamnetina Kaempferol

Figura 20. Estructura de compuestos identificados de la fraccidn de acetato de etilo

de Solanum americanum.

4.4 FASE 111: Evaluacion de actividad antiparasitaria in vitro sobre amastigotes
axenicos de L. infantum del extracto metandlico de Solanum americanum.
Una vez realizada la infeccion y el tratamiento, transcurrido el tiempo de incubacion

se realizd la tincion sobre las laminillas presentes en la placa de 24 pocillos.

El método de microscopia consistié en contabilizar el nimero de células totales,
numero de células infectadas y nimero de células no infectadas, y se realiz6 una tabla
en Excel con los datos obtenidos.

En la tabla 14 se observa el porcentaje de células infectadas con L. infantum tratadas
con las diferentes concentraciones del extracto metandlico de S. americanum y el
porcentaje de reduccién de la infeccion.

Se compararon las dosis del extracto metanolico de S. americanum con el control
negativo. En la figura 21 se observa que no hubo diferencia significativa entre el
porcentaje de indice de infeccidn del control negativo vs. control DMSO vy el control
negativo vs. la dosis de 25 pg/mL, pero si hubo diferencias estadisticamente
significativas entre el control negativo y las concentraciones de 100, 50 y 25 pg/mL
(p<0,05).
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En la tabla 15 se observa la concentracion citotoxica semiméxima, la concentracion
inhibitoria semimaxima y el indice de selectividad del extracto de S. americanum y
Anfotericina B sobre amastigotes de L. infantum, el extracto metandlico presentd una
ICs0 de 10,8 pg/mL e IS de 9,1.

Tabla 14. Porcentaje de reduccion de la infeccion con el extracto metandlico de S.

americanum
Concentraciones 1 2 3 Promedio % de reduccion
(Hg/mL)
Control - 161 180 153 165 -
Control DMSO 135 152 177 154,6 6,3
100 16 55 60 43,6 73,4
50 63 62 63 63 62
25 69 121 70 86,6 41,2
12,5 148 147 130 141,6 14,1

Control -: Control negativo (células infectadas con amastigotes de L. infantum sin

tratar)

Utilizando la férmula de la ec. 2 de la pagina 55, en la figura 20 se puede observar el

indice de infeccion.
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Figura 21. Efecto in vitro del extracto metandlico de S. americanum sobre amastigotes

de L. infantum. El indice de infeccion (nro. de células infectadas/ nro. de células

infectadas sin tratar) se calcul6 después de 72 h de tratamiento. EI control negativo son

amastigotes de L. infantum sin tratar. Los datos se expresan como promedios mas las

desviaciones estandar (DE) para dos experimentos independientes. *: diferencia

estadisticamente significativa con respecto al control negativo.

Tabla 15. Concentracion inhibitoria semimaxima (ICso) e indice de selectividad del

extracto metanolico de S. americanum y de Anfotericina B.

Compuesto ICs0-ama (Lg/mL) | SI CCso (Mg/mL)
Extracto S. americanum 10,8 + 5,26 91 98,2 + 58,8
Anfotericina B 0,8+0,01 26,2 214+25

Concentracion ICso que provoco una disminucion del 50% en la viabilidad del parasito,

concentracion CCso del farmaco que corresponde al 50% de inhibicion del crecimiento

celular e indices selectivos (SI = CCso-macrdfagos / 1Cso-Leishmania). Los datos se

expresan como promedios mas las desviaciones estandar (DE) para tres experimentos

independientes.
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Leishmania infantum es el agente causante de la leishmaniasis visceral, una
enfermedad tropical desatendida. Esta enfermedad provoca problemas de salud
sustanciales y la muerte de hasta 400.000 personas por afio. Estos parasitos
generalmente se transmiten entre hospederos vertebrados por la picadura de moscas
flebotominas hembra (63).

Los principales farmacos disponibles para el tratamiento de la LV son el antimonio
pentavalente, la anfotericina B y la miltefosina, pero, considerando la baja eficacia de
estos farmacos disponibles para el tratamiento, la toxicidad que causa y la resistencia
desarrollada por parésitos; la investigacion de productos naturales, principalmente
debido a las propiedades de los compuestos bioactivos que se encuentran en los
extractos crudos de plantas medicinales, puede conducir al descubrimiento de nuevas
terapias con alta eficiencia que serian seguros y a los cuales tendrian facil acceso los
pacientes (64). Existen plantas medicinales que son alternativas en el desarrollo de
nuevos agentes antileishmaniales. Se ha indicado que estos materiales que se
encuentran en la naturaleza exhiben una accion selectiva contra los parasitos sin
reducir la viabilidad de la célula huésped. También estdn mas disponibles para
poblaciones aisladas en comparacion con la farmacoterapia tradicional (65).

En este estudio se determind la actividad antiparasitaria in vitro de los extractos
metandlicos de S. americanum y S. sisymbriifolium y las fracciones de S. americanum,
asi como también se evalud la citotoxicidad que presentan estos extractos y el perfil
cromatografico para identificar los compuestos presentes en estos. EI metanol se eligié
debido a que uno de los solventes mayormente utilizado en el monitoreo de plantas
con actividad antimicrobiana o antiparasitaria, por su excelente capacidad para extraer

sustancias tanto lipidicas como hidrosolubles.

Las ICso, CCsp € indice de selectividad de los extractos metandlicos de S. americanum
y S. sisymbriifolium se evaluaron con el fin de determinar su actividad antileishmania.
En la fase I, los resultados obtenidos, el extracto metanolico de S. americanum con un
rendimiento del 19,3%, present6 una CCso de 98.2 pg/mL, presentando alta viabilidad

de macrofagos, aun con la dosis mas alta que fue de 100 pg/mL, en comparacion con
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el extracto metanolico de S. sisymbriifolium con rendimiento del 15,8% que presentd
CCsode 58.4 pg/mL, es decir, a esa dosis, se observaba un nimero reducido de células
vivas. En la tabla 5 se puede observar que, a la dosis mas alta, el extracto metanolico
de S. sisymbriifolium presenté un 70% de reduccion de células vivas comparando con
el extracto de S. americanum en el cual, a la dosis mas alta, la viabilidad celular s6lo

se redujo un 40%.

En las figuras 11 y 12, el analisis de Pearson mostré6 una correlacion negativa
significativa en los macrofagos evaluados entre las concentraciones del extracto
metanolico de Solanum americanum (r=-0,975, p<0,05) y de Solanum sisymbriifolium
(r=-0,9364, p<0,05), lo cual significa que ambos extractos presentaron un buen ajuste,
la correlacion es menor a cero, es decir, las variables se relacionan inversamente, existe
un incremento en la tasa de muerte celular al aumentar la dosis en un tiempo constante
y prolongado de exposicion. La disminucidn en la viabilidad celular, evaluada con azul
de tripan, puede ser causada por la induccion de dafios estructurales o alteraciones en
las funciones basicas celulares que conducen a la muerte celular por apoptosis o

Nnecrosis.

En estudios realizados anteriormente, se observo una mayor citotoxicidad al aumentar
las concentraciones de extracto de Solanum americanum y se observo que el valor de
la concentracion citotoxica del 50% del extracto de metanol es el mas bajo, en
comparacién con otros solventes (66). S. sisymbriifolium podria presentar mayor nivel
de citotoxicidad debido a que fue utilizada la planta en su totalidad, autores sugieren
que las hojas de S. sisymbriifolium presentan alta toxicidad (67).

La anfotericina B tiene una tasa de curacion de 97% para leishmaniasis visceral, es
decir, proporciona una actividad leishmanicida significativa, y su uso produce menos
fracasos y recaidas del tratamiento. Sin embargo, los importantes efectos secundarios,
principalmente la nefrotoxicidad, que produce este farmaco cuando se administra a
dosis terapéuticas, han llevado a menudo a su rechazo como tratamiento de primera
eleccion (68). En la tabla 6 los valores de CCso de los extractos metanolicos son
menores al comparar con el valor de la CCso de Anfotericina B, farmaco de eleccion

en el tratamiento de la leishmaniasis altamente tdxico dependiendo de las dosis
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administradas. Recién a dosis altas del extracto metandlico de Solanum americanum

se observa una disminucion de células vivas.

En la fase Il, el ensayo de evaluacion de la actividad antiparasitaria se puede observar
en la tabla 7, que el extracto metanolico de S. americanum produjo un 90% de
mortalidad de parasitos con la dosis més alta estudiada en este trabajo comparando con
el control negativo, S. sisymbriifolium present6 una reduccion del 55% de parasitos de
L. infantum a altas dosis, y ya no presentaba actividad antileishmania a la dosis de 12.5
pg/mL. S. americanum present6 actividad antileishmania con las dosis de 100, 50, 25
y 12,5 pg/mL, como p<0.05 para ambos extractos, se evidencia claramente que existe

diferencia significativa con el control (Figura 13).

La actividad mostrada por el extracto metanélico de S. americanum se podria atribuir
a que posiblemente, ante la exposicion al compuesto, el material genético del parasito
presenta sensibilidad. Aln no se conoce el mecanismo de accién antiparasitaria del
extracto, pero puede deberse a su estructura quimica, a los metabolitos secundarios
que presenta esta planta (69). El indice de selectividad (SI) es un gran indicador de la
actividad de un compuesto herbal. EI IS de un compuesto de hierbas es un parametro
ampliamente aceptado que se utiliza para expresar la eficaciain vitro deun
compuesto en la inhibicion de la multiplicacion del parasito (70).

En la tabla 10 se puede observar que al utilizar las mismas dosis del extracto
metandlico de S. sisymbriifolium en el ensayo de citotoxicidad y el ensayo de
evaluacion antiparasitaria in vitro sobre L. infantum, con CCso de 58,4 pg/mL y una
ICso de 76,0 pg/mL, presenta un indice de selectividad de 0,7, es decir, tiene
selectividad por la célula'y no por el parasito; por el contrario, S. americanum, presenta
una diferencia significativa en las dosis utilizadas en ambos ensayos, la CCso de 98,2
y la ICso de 21.1, se puede observar un indice de selectividad de 4,7, esto demuestra
que es selectivo por el parasito de L. infantum y no por el huésped. El volumen de
DMSO utilizado en todos los ensayos no superaba el 1%, lo cual indica que no influyé
en la viabilidad celular y mortalidad de parasitos.
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Si bien el indice de selectividad de anfotericina B es 21,6, la alta toxicidad que presenta
es lo que evidencia que el extracto metanolico de S. americanum puede ser un
prometedor agente leishmanicida. Ademas la determinacion del valor de significancia
de los indices de selectividad es arbitrario, y muchos grupos de investigacion lo
consideran como promisorio cuando es superior a 10, otros grupos sostienen que
indices de selectividad significativos estan representados por cualquier valor,
equivalente a, por lo menos, dos veces menor a la concentracion letal o inhibitoria 50
(71).

Es importante tener en cuenta que por tratarse de extractos metanolicos, variables
como la proporcién de los compuestos que sean responsables de la actividad
leishmanicida y la presencia de antagonistas, pueden ser trascendentales para
vislumbrar su verdadero potencial antileishmania (72) y podrian ser los responsables
de la actividad observada en este extracto; no obstante, sus acciones pueden estar

limitadas por la presencia de antagonistas.

Las concentraciones utilizadas para el ensayo de citotoxicidad y para el ensayo in vitro
con las formas promastigotes de L. infantum, pudo haber ocasionado un IS menor a
10, ya que se ha visto que en estudios anteriores el extracto metandlico de S.
americanum presentaba buen indice de selectividad y buena actividad leishmanicida
(73). También se ha reportado, para el caso de extractos y/o compuestos con potencial
leishmanicida, IS arbitrarios, considerandose un valor > 2 como eventualmente
significativo, dado que dicho valor correspondera a la necesidad de requerirse 2 0 mas
cantidad de producto para tener un efecto sobre el parasito antes de inducir efectos

deletéreos sobre la célula hospedera, efectividad/seguridad, respectivamente (74).}

De las fracciones obtenidas del extracto de Solanum americanum, las fracciones que
presentaron actividad leishmanicida fueron la de cloroformo con una ICso de 54.638
pg/mL y la de acetato de etilo con ICso de 66.793 pug/mL (tabla 13), en la figura 14 se
observa que el porcentaje de mortalidad de parasitos de L. infantum de ambas
fracciones es alto, comparando con el farmaco de referencia Anfotericina B (ICso 0.8

pug/mL), es estadisticamente significativo el porcentaje de mortalidad. EI DMSO
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0,01% no influyd en los resultados obtenidos. Con la fraccion de hexano no se observé

mortalidad de parasitos de L. infantum.

En la Figura 15 se identifican los compuestos presentes en el extracto de S.
americanum, el cual presenté mejor actividad antileishmania y de viabilidad celular
en el estudio de citotoxicidad. En la figura 16 se observan las estructuras de los
compuestos presentes en el extracto metandlico de Solanum americanum.

Los metabolitos secundarios de las especies vegetales con actividad antileishmaniasica
incluyen flavonoides. Se ha demostrado que dos biflavonas de Podocalyx loranthoides
fueron moderadamente activas contra promastigotes de Leishmania sp, y se han
reportado otros flavonoides, ademas de alcaloides y triterpenos, con capacidad
leishmanicida. En estudios previos se ha visto que la solasodina, el alcaloide presente
en S. lycocarpum, presentd actividad in vitro sobre amastigotes de especies de
Leishmania (75). Solanum americanum también estd constituido por el alcaloide
solasodina, este compuesto podria ser —en parte—, el responsable de la actividad
antileishmania sobre amastigotes de L. infantum, pero para confirmar se requeriria

aislar el compuesto y evaluar su actividad leishmanicida.

En la figura 17 se observa el cromatograma de la fraccion cloroférmica de S.
americanum y en la figura 18 la estructura de estos compuestos, el triterpenoide acido
betulinico, el compuesto fendlico: 1- Acetoxi-pinoresinol. Los metabolitos
identificados para la fraccion cloroférmica son similares a los encontrados en la
fraccion de diclorometano, debido a que presentan polaridad similar. En estudios
anteriores se ha visto que la fraccion cloroférmica de S. americanum presenta actividad
antiinflamatoria, esto puede deberse a los flavonoides presentes en la fraccion (76).
También se ha visto que el triterpenoide acido betulinico presenta actividad
antileishmania sobre L. amazonensis y presenta también actividad tripanocida (77). El
1-acetoxipinoresinol es un lignano, se atribuyen a los lignanos efectos antioxidantes

que ayudan a combatir los efectos de los dafiinos radicales libres.

En la figura 19 se observa el cromatograma de la fraccion de acetato de etilo de S.

americanum y en la figura 20 las estructuras de estos compuestos. Estudios anteriores
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han demostrado que la fraccion de acetato de etilo de S. ovalifolium, la cual contiene
flavonoides presenta actividad antileishmania sobre parésitos de L. infantum, la
fraccion de acetato de etilo de S. americanum también esta constituido por flavonoides:

Isorhamnetina y Kaempferol.

En la fase I11, la evaluacion antiparasitaria del extracto metandlico de S. americanum
sobre amastigotes de L. infantum, en la tabla 14 se describen los valores obtenidos del
método de conteo en microscopio, se evidencia que, a medida que aumenta la
concentracion del extracto, es mas alto el porcentaje de reduccion de parasitos; con la
concentracion de 100 pg/mL, hay un 71% de reduccion de células THP-1 infectadas
con amastigotes y disminuye a medida que se reduce la concentracion del extracto. En
la figura 20, se evidencia que existe diferencia estadisticamente significativa entre las
distintas concentraciones, comparando con el control negativo (células infectadas sin
tratamiento). En la tabla 15, el valor de ICso es de 10,8 pg/mL, comparando con la 1Cso
que se obtuvo con la forma promastigote, se puede observar que se obtuvo un valor
menor de 1Cso con la forma amastigote, y un indice de selectividad de 9,1.

Estos resultados son prometedores al tratarse de un extracto, ya que comparando con
Anfotericina B, el farmaco de referencia contra la leishmaniasis, el extracto de S.

americanum presentd alta actividad leishmanicida.

La actividad antileishmania observada podria atribuirse —en parte— a los alcaloides,
que representan los componentes principales de las especies de Solanum. El
importante efecto antileishmania de la solamargina y la solasodina, los principales
alcaloides presentes en S. lycocarpum mostraron actividad in vitro hacia amastigotes
de L. amazonensis (78). Como en este estudio se identificd, S. americanum también

esta constituido por el alcaloide solasodina.

Este estudio establecié resultados satisfactorios en la eliminacion del parasito de
Leishmania infantum tanto sobre la forma promastigote como sobre la forma
amastigote. Por lo tanto, el extracto metanolico de S. americanum puede considerarse
un compuesto de hierbas eficaz e inofensivo para matar el parasito sin toxicidad para

los macrofagos del huésped. También teniendo en cuenta estos resultados, las
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fracciones de cloroformo y acetato de etilo mostraban una actividad antileishmania
prometedora, por lo que se sugiere realizar mas estudios sobre su actividad aislando

los metabolitos secundarios identificados en este estudio.
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En funcion al andlisis efectuado se concluye que:
FASE I: Tanto el extracto metandlico de S. americanum (CCso de 98,2 pug/mL), asi
como el extracto metanolico de S. sisymbriifolium (CCso de 58,4 pug/mL), no presentan

actividad citotoxica sobre macrdéfagos, comparando con Anfotericina B.

FASE Il (Evaluacién antiparasitaria): El extracto metandlico de S. americanum
presenta actividad antileishmania sobre promastigotes de L. infantum a distintas
concentraciones (100, 50, 25, 12,5 pg/mL) con una ICso de 21,1 pg/mL. El extracto
metandlico de S. sisymbriifolium presenta 1Cso de 76,0 pug/mL, mostrando solo a dosis
altas actividad antileishmania.

El extracto metanolico de S. americanum present6 un indice de selectividad (IS) de

4,7, lo que indica que tiene mayor selectividad por el parasito que por la célula.

FASE Il (Fraccionamiento y cromatografia): Tanto la fraccion cloroférmica como
la fraccidn de acetato de etilo presentaron actividad antileishmania con 1Cso de 54,6 y
66,8 pg/mL, respectivamente. Por otro lado, el perfil cromatografico del extracto
metandlico de S. americanum y las fracciones de cloroformo y acetato de etilo
demostrdé que cuentan con alcaloides como solasodina y tomatidinol, flavonoides
como Quercetina e Isorhamnetina, también fitoesteroles, compuestos bioactivos con
actividad antiparasitaria. Por lo tanto, se sugiere que estos compuestos identificados
en el trabajo puedan considerarse, una vez aislados y realizados los ensayos de rigor,
como cabezas de series para el disefio de farmacos en el tratamiento de la

leishmaniasis.

FASE I11l: Los datos en esta fase sugieren que el extracto metandlico de S.
americanum presenté actividad antileishmania contra las formas amastigotes de L.
infantum, las formas més relevantes de Leishmaniasis visceral, con ICso de 10,8
pug/mL. El indice de selectividad (IS) obtenido fue de 9,1, mayor al obtenido en el
ensayo de evaluacion sobre promastigotes, lo cual reafirma que S. americanum es un

candidato prometedor para potenciales farmacos en el tratamiento de la leishmaniasis.
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8. ANEXOS
8.1 Anexo 1. Plantas identificadas en el departamento de Botanica de la Facultad

de Ciencias Quimicas. A: Solanum americanum. B: Solanum sisymbriifolium.

A: Solanum americanum




B: Solanum sisymbriifolium
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8.2 Anexo 2. Informe del comité de ética en la investigacion de la Facultad de

Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Asuncion, bajo el codigo

CEl 473/109.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE ASUNCION,
FACULTAD DE CIENCIAS Quimicas,
COMITE DE ETICA EN LA INVESTIGACION,

Informe de evaluacién de protocolo de Investigaciéon

Ti‘gu,:o de la investigacién: Evaluacion de la actividad antiprotozoaria sobre
Leishmania infantum de extractos metandlicos de Solanum sisymbriifolium y
Solanum americanum

Protocolo de investigacién:

Nombre de la institucién y sede de Ia investigacién: FCQ-UNA y el 1ICS.
Responsal?k! de la investigacién: Ellana Andrea Alvarenga Torres.

de investigacién:

Fecha: 24.07.19 cédigo: cex (7 </ Aq

| X Protocolo Aprobado

Protocolo Rechazado

Solicitud de enmienda (no se aprueba hasta una modificacion del protocolo
o el CI)

Protocolo Aprobado con Recomendacion

Aprobacion con condicionamiento (Falta de documentacion requerida)

Sugerencia del CEI: Protocolo Aprobado.

Especificar con mayor claridad que el grupo control negativo sera tratado
con solvente.

En el caso de una decisién positiva el investigador debera:

Notificar al CElI sobre enmiendas al protocolo, al material de reclutamiento, a la informacién para los
potenciales participantes en la investigacion o al formato de CI. Reportar eventos adversos inesperados

relacionados con la conduccién del estudio Informar al CEI la terminaciéon del estudio si esta fuera
anticipada y las rezones por las que se lo hizo y toda circunstancia no esperada o decisiones

significativas.
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