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1. RESUMEN

El presente trabajo consﬁtuyo un estudio fitoquimico-farmacolégico
integrado, en el cual se evalud la actividad antitripanosoma tanto in vitro como in
vivo de fracciones cromatograficas gruesas obtenidas a partir del extracto
etandlico de hojas de Neurolaena lobata.

El fraccionamiento cromatografico se realizé en una columna de Sephadex
LH-20, utilizando metanol como fase mdvil y segregando las fracciones obtenidas
mediante similitud quimica evaluada por cromatografia en capa fina.

Para la demostracién de la actividad antitripanosoma in vitro se utilizé una
adaptacion de los métodos de Cover y Cutteridge, Génzalez et a/, Hocquemiller
ef al y Foumet ef al. Para la demostracién de la actividad in vivo se utilizé el
método de Filardi y Brenner estandarizado por Caceres y cols. Para el ensayo in
vitro se estimaron las concentraciones letal media e inhibitoria del 95 % (Cly, y
Cly, respectivamente) para el tamizaje preliminar de la actividad antitripanosoma,

seleccionandose las tres fracciones mas potentes, las cuales fueron analizadas
mediante la prueba de clasificacion por rangos de Friedman, comparandose
posteriormente las sumas de los rangos obtenidos contra la suma de rangos del
control negativo. Para el ensayo in vivo se selecciond la fraccion que mejor
respuesta mostré en el ensayo in vitro, la cual fue evaluada a dosis de 100, 10 y
1 mg/kg de peso mediante un analisis de varianza de unha via y una prueba de
Dunnett de comparacion de los tratamientos contra el control negativo. La
toxicidad aguda de la fraccion seleccionada para el ensayo in vivo fue evaluada
en ratones albinos y la bioactividad de todas las fracciones fue estimada
mediante el ensayo con nauplios de Arfemia salina.

La fraccion cromatografica que did mejor respuesta antitripanosoma, tanto
in vitro como in vivo fue tamizada fitoquimicamente mediante el uso de pruebas
semimicro convencionales y por cromatograffa en capa fina. '

Los resultados obtenidos demostraron que la fraccion No. 2, rica en
sesquiterpeniactonas, fue la mas activa en el ensayo in vifro tanto contra
tripomastigotes como contra epimastigotes. En lo que respecta al ensayo in vivo,
dicha fraccion mostré actividad significativa a dosis de 100 y 10 mg/Kg de peso;

la fraccién, no fue téxica en ratones albinos a dosis iguales o menores de 200
mg/kg de peso, es decir la dosis letal media (DLy;) es mayor de 200 mg/Kg de
peso, mostrando ademas bioactividad en nauplios de Artemia salina (Clg,= 656

ppm).




2. INTRODUCCION

En Guatemala, la enfermedad de Chagas causada por Trypanosoma
cruzi, es un problema endémico poco estudiado y que por falta de disponibilidad
de recursos para su diagnostico y tratamiento, no se ha descrito
epidemioldgicamente el estado actual de la enfermedad, lo que impide acciones
correctivas o preventivas (1-5). Entre los estudios que se han realizado, algunos
han sido orientados a la validacion de la actividad antimicrobiana de plantas
medicinales de uso popular y dentro de estos, una buena parte se ha
fundamentado en la evaluacion de aquellas especies vegetales con conocida
actividad antiprotozoaria (6-28). Sin embargo, la investigacion de plantas
medicinales antitripanosoma se encuentra en unha etapa temprana, pues
unicamente se han evaluado infusiones y extractos de las mismas (Fases | y |I,
respectivamente de estudios Fitoquimicos-Farmacoldgicos integrados) por o
que es evidente la importancia de profundizar y complementar los trabajos
realizados previamente, es hecesaria la evaluacion de la actividad antitripanosbma
de fracciones cromatograficas (Fase Ill) de Neurolaena lobata (Tres puntas)
cuyos extractos e infusiones han sido estudiadas en fases anteriores (I y Il) y que
demostré tener actividad bioldgica significativa (24, 25, 27-29).

La importancia del estudio de plantas medicinales con actividad
antitripanosoma radica en la necesidad de proporcionar a la poblacion expuesta al
contagio de la enfermedad de Chagas medicamentos alternativos a los farmacos
sintéticos (nifurtimox y benzoimidazole), debido a que estos Gltimos resultan ser
muchas veces inaccesibles y presentan efectos colaterales indeseables. A
mediano y largo plazo, con el desarrollo de medicamentos alternativos derivados
de plantas medicinales se contribuird al control de la infectién (25, 30-32).

En el presente trabajo de tesis se planted la evaluacién de la actividad
antitripanosoma de fracclones cromatograficas gruesas obtenidas del extracto
etandlico de Neurolaena lobata (Tres puntas) el cual demostré tener actividad
antitripanosoma en estudios in vitro e in vivo realizados previamente, se
procedié ademas a la determinacién de la toxicldad aguda (DLy) y a la
caracterizacion fitoquimica preliminar de la fraccion o fracciones que demostraron
actividad antitripanosoma significativa (24-26).




3. ANTECEDENTES

3.1. Enfermedad de Chagas.

La enfermedad de Chagas; también conocida como tripanosomiasis
americana, es una patologia infecciosa e inflamatoria producida por un protozoo
flagelado, con manifestaciones en varios 6rganos pero con mayor frecuencia e
importancia a nivel del corazon enh donde se presenta una miocarditis (1, 33). .

Diversos estudios realizados en Guatemala han demostrado la existencia
de la enfermedad de Chagas y se estima que la prevalencia general es del 8 al
11 %, existiendo &reas, donde ésta llega hasta el 46%, delimitando en
consecuencia un &rea endémica que abarca los departamentos de Chiquimula,
Zacapa, Santa Rosa, Escuintla, Jalapa, Jutiapa, El Progreso y Guatemala (32,
34-36).

3.2. Agente Etivlégico.

El Trypanosoma cruzi es un protozoo que tiene un ciclo de vida muy
complejo, se encuentra en tres formas morfolégicamenté distintas que estan
relacionadas con los diferentes medios en que el parasito habita. Estas formas
son. amastigote, que es la forma intracelular, presente en los diferentes
mamiferos; el epimastigote, presente en el insecto vector; y la forma
tripomastigote que se presenta en la sangre de los mamiferos y en la glandula
rectal del Insecto donde recibe el nombre de tripomastigote metaciclico (37).

El 7. cruzi crece en casi todas las células del hospedero vertebrado,
tales como: los fibroblastos, células adiposas; células de la médula ésea, del
musculo estriado, del bazo, de los nédulos linfaticos, hepaticas, renales y células
nerviosas (38). ‘

3.3. Vector.

Los vectores de la enfermedad de Chagas son varias especies de
chinches triatominas del género Reduvideo y familia Triatomidae, de habito
exclusivamente nocturno que producen una picadura indolora con predileccion
especial por la cara y sitios descubiertos, y al succionar sangre del hospedero,
defecan eliminando asli el parasito (39).




} En Guatemala los principales vectores de Chagas son Triatoma dimidiata
y Rhodnius prolixus, se les encuentra en climas calidos y habitan en ranchos
techados de zacate o paja con paredes de barro no cocido 0 bajareque (2, 34).

3.4. Modos de transmision;

Los reduvidos transmisores se infectain al picar a hombres y animales
infectados, los tripanosomas ingeridos por el insecto se convierten en
epimastigotes, los cuales se multiplican por division binaria y conducen a la for-
macién de tripomastigotes metaciclicos, que salen con las heces del insecto y
estos infectan nuevos hospederos al penetrar por las abrasiones de la piel o por
las membranas de las mucosas (3, 4, 40). ‘

Otros modos de transmision son por la transfusion de sangre contaminada,
transplante de drganos infectados, y la transmisiéon de madre a hijo via
transplacentaria (41, 42).

3.5. Manifestaciones clinicas:

En relacién a la enfermedad se conocen varios estadios: un perfodo de
incubacién, una fase aguda de corta duracion, una indeterminada o silenciosa en
donde el individuo es clinicamente asintomético y por Gltimo una fase crénica de
varios afios de desarrollo (3).

3.5.1. Periodo de incubacion:

Dura de 6 a 20 dias desde la infeccion por el vector hasta la aparicion de
los primeros sintomas (43). ‘

3.5.2. Fase aguda:

Esta etapa puede comenzar como una infeccién general, con fiebre, dolor
muscular, vomitos, diarrea, linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, taquicardia,-
miocarditis, y algunas lesiones neurolégicas como meningoencefalitis. En esta
etapa puede encontrarse el chagoma que se caracteriza por una inflamacién local
cuyos sintomas y sighos varian de acuerdo a su localizacién. Cuando la infeccién
ocurre en la conjuntiva se denomina sigiio de Romafia, que se caracteriza por




presentar un eritema doloroso, con celulitis perioftalmica que puede ser unilateral
o bilateral que es acompafiada por linfadenitis regional. Arriba del 30 por ciento
de los casos muestran anormalidades electrocardiograficas y radioldgicas debido
a las miocarditis agudas de diferentes grados (43, 44).

3.5.3. Fase latente o intermedia:

Conocida también como indeterminada o silenciosa, se inicia entre Ia
octava y décima semana después de la fase aguda y puede persistir por varios
aflos o permanecer indefinidamente. Se caracteriza por la ausencia de
sintomatologlia clinica, y por presentar electrocardiograma y rayos X de térax
normales. Se presenta una parasitemia baja, debido a la multiplicacién
intracelular constante en varios 6rganos. Sin embargo, estos pacientes son
serologicamente positivos como unico signo de la enfermedad. En esta fase el
paciente constituye un importante reservorio de la infeccion y contribuye a
mantener el ciclo de vida del parasito (45, 46).

3.5.4. Fase cronica:

En esta fase disntinuye la parasitemia lo gue da lugar a las
manifestaciones crénicas de la infeccién por 7. cruzi y como cohsecuencia se
ven afectados principalmente el sistema cardiaco y digestivo; puede también
involucrar el sistema nervioso central, periférico o auténomo. Estos cambios
pueden incluir parestesias, alteraciones cerebelosas, convuisiones y
anormalidades psiquiatricas. Las manifestaciones cardiacas resultan de una
mivcarditis crénica, suelen predominar los signos de insuficiencia cardiaca, y en
cualguier momento puede ocurrir la muerte stbita del paciente por ﬁbnlacién
ventricular (4547)

3.6. Diagnéstico:

Para el diagnéstico de la enfermedad de Chagas existen dos tipos de
procedimientos, los cuales son:




3.6.1. Métodos parasitologicos:

Entre estos métodos algunos se basan en la busqueda directa del parasito
entre ellos: gota gruesa, frote sanguineo, tubo capilar, o bien realizar el cultivo en
un medio artificial, en animales de experimentacién o el xenodiagnéstico. Estos
métodos presentan el problema que su sensibilidad es bastante baja y su utilidad
esta indicada principalmente en la fase aguda de la infeccion, cuando
habitualmente existe una parasitemia elevada (48, 49).

3.6.2. Métodos serolbgicos:

Estos métodos permiten la deteccién de anticuerpos especificos para
componentes del 7. cruzi, de tipo IgM, al principio de fa infeccién, y de 1gG
conforme la enfermedad progresa. Estos anticuerpos, tanto IgG como IgM
pueden ser detectados en el suero usualmente después de las primeras
manifestaciones clinicas de la fase aguda de la infeccion por T. cruzi. La fase
crénica dura toda la vida, siendo clinicamente aparente 0 no y los anticuerpos
IgG son detectados regularmente en el suero. Sin embargo, al igual que otras
enfermedades parasitarias, muchas circunstancias hacen dificil la estandarizacion
del serodiagndstico, principalmente porque en la actualidad no es posible
establecer una prueba de referencia al no existir un método definitivo, dando
como resultado desacuerdos entre diferentes grupos de investigadores acerca de
la adecuada aplicacion e interpretacion de las téchicas seroldgicas para el
diagndstico (5, 50, 51). Las técnicas mas usadas se dividen en:

3.6.2.1.Métodos de tamizaje:

Conforme a las técnicas y procedimientos establecidos por el Laboratorio
Microbiologico de Referencia (LAMIR) de la Fac. de CC. QQ. y Farmacia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala; se realizan las pruebas de tamizaje
siguientes: aglutinacion rapida con particulas de Latex, hemaglutinacion indirecta
y aglutinacién de particulas de gelatina (52-54). '




3.6.2.2. Métodos confirmatorios: ;

Entre estos métodos se encuentran inmunofiuorescencia indirecta (IFl), el
ensayo inmunoenzimatico (ELISA) y fa inmuno difusion doble (IDD). La ventaja de
IFl y ELISA es que pueden diferenciar anticuerpos IgG de IgM incrementando asi
su especificidad y sensibilidad. La IDD es util para confirmar el diagndstico de

pacientes chagasicos siempre y cuando se utilice como antigeno tripomastigotes
de T. cruzi (55, 56).

3.7. Terapia:

3.7.1. Quimioterapia:.

El tratamiento con farmacos de la enfermedad de Chagas sélo es efectivo
en la etapa aguda. Uno de los medicamentos de eleccion es el nifurtimox que es
un derivado del nitrofurano que ha demostrado ser efectivo tanto in vifro como in
vivo. Otro medicamento, el benzonidazol, derivado del tipo nitroimidazol, también
ha demostrado ser activo. Estos medicamentos tienen un 60 por ciento de
efectividad en el tratamiento de esta afeccion parasitaria, demostrando buenos
resultados en la eliminacién de los sintomas y en la negativizacion de la
parasitemia y serologia. Tanto el nifurtimox como el benzonidazol pueden
producir efectos colaterales indeseables y son muy dificiles de adquirir en el
mercado (30, 31).

3.7.2. Drogas vegetales (Fitoterapia).

3.7.2.1. Etnobotanica:

La busqueda de nuevos farmacos de origen vegetal ha ocupado el interés
de farmacognostas y fitoquimicos por mucho tiempo. Exploraciones para
recolectar especimenes vegetales, y andlisis fitoquimicos, se han enfocado a la
busqueda de sustancias con posible actividad farmacolégica sobre trastornos de
diversa indole. Los remedios nativos o caseros conocidos en la- medicina
folklorica, siguen vigentes y han dado origen al estudio cientifico de las plantas
medicinales. Es la naturaleza la que ha proporcionado muchos medicamentos
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(quinina, digoxina, colchicina, vinblastina, atropina, etc.) y sigue proporcionando el
punto de partida para los futuros medicamentos (57).

3.7.2.2. Plantas medicinales antimicrobianas:

Entre 1984-89 se realizaron varios trabajos de investigacion para tamizar la
actividad de las plantas mas frecuentemente utilizadas en las afecciones urinarias
e infecciones de la piel y mucosas, y en afecciones de los sistemas digestivo y
respiratorio. El programa Universitario de Investigacién cofinanciado por DIGI
apoy6 parciaimente el tamizaje y confirmacion de las propiedades antibacterianas
de plantas usadas en el tratamiento de afecciones digestivas y respiratorias en
1987-89 y el Instituto de Investigaciones Quimicas y Bioldgicas (IIQB) financié
durante 1989-92 los estudios con dermatofitos. La ejecucion de tesis de
pregrado ha contribuido enormemente a la validacion de la actividad
farmacoldgica de plantas a las que tradicionalmente se les ha atribuido actividad
antimicrobiana en el tratamiento de diversas afecciones, principalmente las de tipo
bacteriano, fungico y parasitario (16-24).

Estudios realizados en Guatemala sobre la actividad antimicrobiana de
plantas medicinales de uso popular, demuestran que el 30 % de las mismas son
activas contra los microorganismos que mas frecuentemente enferman a los
guatemaltecos (16-24).

3.7.2.3. Plantas medicinales antiparasitarias:

De los datos derivados de revisiones de literatura, tanto regional
(Mesvamérica) como local (Guatemala), de encuestas etnhobotanicas y de
estudios de plantas antimicrobianas, se elaboré una lista de especies vegetales
con potencial antiparasitario, estudiandose principaimente aquellas con actividad
contra las siguientes patologias: parasitos intestinales, amebiasis, leishmaniasis,
malaria, tricomoniasis y otras parasitosis y ectoparasitosis (16-24, 58).

3.7.2.4. Plantas medicinales antiprotozoarias:
A partir del Universo de plantas usadas para el tratamiento de parasitosis,

Se preparé una lista de las plantas usadas en el tratamiento de protozoariosis.
Luego se hizo una seleccion en base a la mayor frecuencia de uso en




enfermedades atribuibles a protozoarios, y de éstas se escogieron las plantas de
mayor ‘uso; estableciendose que en Guatemala se usan al menos 280 especies
de plantas (79 familias) para el tratamiento de infecciones por parésitos,
principaimente helmintos (70.4 %). De este grupo, 172 especies de 57 familias
se utilizan para el tratamiento de infecciones por protozoarios, particularmente
amebiasis (65.1 %) y malaria (46.5 %) (24). A partir de los datos generados se
han estudiado recientemente en Centroamérica plantas con actividad contra la
malaria y tripanosomiasis tales como. Crofon guatemalensis, Croton hiveus,
Neurolaena lobata, Sansevieria hyascinthoides y Simarouba glauca han sido
evaluadas como antimaléricas, Annona reticulata, Bixa orellana, Byrsonima
crassifolia, Gliricidia sepium, Jacaranda mimosifolia, Neurolaena lobata, .
Petiveria alliacea, Smilax lundellii, Solanum americanum, Solanum hartwegii,
Tagetes lucida y Tridax procumbens han sido evaluadas como antitripanosoma
(24-28). ' '

}

3.7.2.5. Neurolaena lobata (Tres Puntas):

De las plantas evaluadas como antiprotozoarias, esta especie presenta
resultados prometedores, pues ha demostrado actividad no solo antimalarica,
sino que también ha sido efectiva contra la tripanosomiasis tanto in vitro como in
vivo (24-27).

3.7.2.5.1. Clasificacion botanica;

Reino: Plantae.

Subreino Il; Embryobionta.

Divisidn XVII: Magnoliophyta.

Clase I: Magnoliopsida.

Subclase VI. Asteridae.

Orden 11: Asterales.

Familia: Asteraceae (Compositae)

Género: Neurolaena.

Especie: Neurolaena lobata (L.) R. Br. 1817.
Sinonimia: Conyza lobata L. 1753.

N. lobata var. indivisa Donn. Sm. 1889,
Nombres comunes: Tres puntas, mano de lagarto, tabaq’yillo.
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3.7.2.5.2. Descripcion boténica:

Hierba erecta de 1-4 m de altura, usualmente muy poco ramificada; tallos
estriados, surcados, densamente pubescentes cuando jévenes. Hojas corto-
pecioladas o casi sésiles, casi glabra en el envés; alternas, acuminadas, agudas
0 cuneadas en la base, las inferiores hasta 30 cm de largo, a menudo
contractadas y decurrentes en el peciolo, los margenes dentados o aserrados,
escabroso-hirsutulosas en el haz, densamente corto-pilosas en el envés y a
menudo velutinoso. Inflorescenia corimbosa-paniculada, las cabezuelas
numerosas, pediceladas, discoides; involucro de 5-6 mm de tamafio; filarios
alrededor de 4 seriados, oblongos, redondeados al apice, con 1-3 nervaduras,
mas o menos puberulento, palidos, obtusos, 4-5 mm de largo; corolas amarillas a
anaranjado-amarillas, alrededor de 4 mm de longitud. Aquenios negros,
esencialmente glabros, alrededor de 1.5 mm de largo; papus uniseriado, las
cerdas 30 0 mas, alrededor de 4 mm de largo, blanco-amarillentas (55).

Es una planta nativa de Centro América, se distribuye desde el sur de
México hasta el norte de Colombia y Venezuela, incluyendo las islas del caribe.
En Guatemala se localiza en matorrales himedos o algunas veces en bosques de
encino, comunmente en crecimiento secundario, a menudo en terrenos cultivados,
en terrenos zarzosos, a lo largo de margenes de rios o arroyos, en bordes de
caminos, como maleza comun en plantaciones de banano y en lugares
escarpados. Se distribuye desde el nivel del mar hasta 1400 m de altura, en los
municipios de Alta Verapaz, Chiquimula, Escuintla, Izabal, El Petén, El Progreso,
Quetzaltenango, Retalhuleu, San Marcos, Santa Rosa y Suchitepéquez (29, 59,
60).

3.7.2.5.3. Composicion Quimica:

Quimicamente N. J/obafa ha sido estudiada por varias compafiias
farmacéuticas y centros de investigacion de productos naturales. Estudios
fitoquimicos preliminares han demostrado que hojas y tallos de la N. lobata
contienen un principio amargo constituido por germacrondlidos sesquiterpenoides
como lobatina A, lobatina B, neurolanina A y neurolanina B. De las hojas se han
aislado derivados del timol y 11 flavonoides. De estos ultimos, cinco son
derivados de la quercetagenina, cuatro kamferoles y dos luteolinas (61-65).




i1

En los afios 1994 y 1995, Medinilla realizé un estudio fitoquimico-
farmacolégico integrado, en el cual, mediante cromatografia en capa fina se
establecié preliminarmente que los componentes predominantes presentes en
especimenes colectados en Guatemala son flavonoides y principios amargos
(66, 67).

3.7.2.5.4. Usos populares:

En América central, las hojas y tallos de N. lobata tienen un amplio uso
medicinal,  atribuyéndosele  propiedades tales como:  antibiéticas,
antiespasmodicas, antihipertensivas, antimalaricas, antipiréticas, aperitivas,
carminativas, diuréticas, hipoglicemiantes y ténicas. Hasta la fecha, Unicamente

se ha comprobado que la planta tiene actividad antimalarica, antiespasmodica y o

tripanocida (24-28, 68).

En Guatemala, la infusion de las hojas es un medicamento amargo utilizado
como tratamiento de diarrea, diabetes, malaria y otros procesos febriles, célicos,
inflamaciones, heridas y Glceras (60).
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" 4. JUSTIFICACION

En los Gltimos tiempos muchas enfermedades han afectado a la poblacién
guatemalteca, entre las que se puede mencionar la enfermedad de Chagas, la
cual reviste un especial interés debido a que en su fase crénica el paciente
presenta efectos irreversibles, por lo que es imprescindible su tratamiento durante
su fase aguda. Por otro lado, dada su incidencia en poblaciones pobres de
regiones semiaridas y desérticas, donde las condiciones de vida son
inadecuadas, resulta ser un serio problema socioecondmico. Dentro de este
contexto, la situacion se complica, puesto que el paciente no recibe adecuado
tratamiento a tiempo (fase aguda), a causa de la poca disponibilidad de
medicamentos, ya que dicha afeccion resulta ser una enfermedad "huérfana”
porque a las compafilas farmacéuticas no les es rentable invertir en investigacion
y desarrollo de nuevos medicamentos efectivos para combatir esta patologia, por
la falta de capacidad de pago de la poblacién afectada.

La importancia del estudio especifico de MNeurolaena fobata como
antitripanosoma radica en que la mayoria de las medicinas utilizadas para el
tratamiento de procesos chagéasicos son de alto costo, poco asequibles en el
mercado y conllevan efectos secundarios indeseables. Por otro lado, los

medicamentos derivables de plantas medicinales resultan ser, en la mayoria de

los casos, poco téxicos o inocuos en comparacion con los medicamentos
sintéticos. Con la ejecucion del presente trabajo de tesis se espera que en un
plazo razonable de tiempo se pueda proporcionar a la poblacién con limitado
poder adquisitivo, medicamentos derivados de plantas (especificamente de N.
lobata) de bajo costo, accesibles, seguros y efectivos contra la enfermedad de
Chagas (en su fase aguda) que en un momento dado pudiesen padecer.,
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5. OBJETIVOS

5.1. General:

Contribuir al estudio fitoquimico-farmacoldgico de la especie Neurolaena

lobata (como antitripanosoma).

5.2. Especificos:

5.2.1.

5.2.2.

5.23.

5.24.

5.2.5.

5.2.6.

5.2.7.

Preparar los extractos hexéanico y etandlico de Neurolaena lobata.

Fraccionar mediante cromatografia gruesa en columna el extracto que
demuestre la mejor respuesta antitripanosoma.

Confirmar la actividad antitripanosoma in vitro con epimastigotes y
tripomastigotes de los extractos y las fracciones obtenidas.

Determinar la actividad antitripanosoma-in vivo contra tripomastigotes de

la fraccion cromatografica que demuestre la mejor actividad antitripano-
soma in vitro.

Evaluar la toxicidad aguda (CLgy) en nauplios de Artemia salina de la

fraccion cromatografica con la mejor actividad antitripanosoma demostra-
ble tanto in vitro como in vivo.

Establecer la toxicidad aguda (DL.;) en ratones, de la fraccién cro-

matografica con la mejor actividad antitripanosoma demostrable tanto in
vitro como in vivo.

Caracterizar fitoquimicamente la fracciéh cromatografica con la mayor
actividad antitripanosoma demostrable. |
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6. HIPOTESIS

6.1. Al menos uno de los extractos crudos obtenidos a partir de Neurolaena
lobata (Tres puntas) tiene actividad antitripanosoma demostrable en mode-
los in vitro.

6.2. Al menos una de las fracciones cromatograficas obtenidas a partir del
extracto etandlico tiene actividad tripanocida demostrable tanto en modelos in
vitro como in vivo.

6.3. La fraccién cromatografica con mayor actividad antitripanosoma demostra-
ble no presenta toxicidad aguda considerable.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Universo:
Extracto etandlico de hojas de Neurolaena lobata (Tres puntas) y fracciones
cromatograficas gruesas obtenidas a partir del extracto etandlico.

7.2. Sujeto de estudio (muestra):
El material trabajado estuvo constituido por muestras mixtas colectadas al
azar de especimenes de Neurofaena lobata (Tres puntas) provenientes de
Coatepeque, en poblaciones cultivadas de dicha especie. Dicho material
vegetal fue proporcionado por el Laboratorio Farmaya, donde se encuentra
depositada una muestra botanica identificada con el hamero 160.

7.3. Medios: ' J o

7.3.1. Recursos humanos:

7.3.1.1. Autora de la investigacién: Ana Cecilia Barrientos Paz.
7.3.1.2. Asesor de tesis: Lic. Armando Caceres E.

7.3.1.3. Coasesor fitoquimico: Lic. Mynor Herndndez.

7.3.1.4. Consultora U, de Viena: Licda. Ingeborg Berger.
7.3.1.5. Personal del Herbario del Laboratorio Farmaya.
7.3.1.6. Colaboradores del departamento de Citohistologia.
7.3.1.7. Colaboradores del departamento de Farmacologla.

7.3.2. Recursos materiales e institucionales:
7.3.2.1. Equipo, cristalerfa, reactivos y materiales de laboratorio:
7.3.2.1.1. Equipo:
- Chaquetas de calentamiento para balones de 5 litros.
- Equipo Soxlhet con camara con capacidad para 250-700 g
(Balon de 6 litros + camara de extraccion + condensadores del sis-
tema)
- Percoladores o maceradores.
- Balanza semianalitica.
- Evaporador rotatorio (Rotavapor).
- Balanza para animales.
- Microscoplo compuesto.
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- Campana de flujo larynlnar.
- Computador compatible $X/386-16 Mhz.
7.3.2.1.2. Cristaleria:
- Beakers de 250 mly 1 litro.
- Balones para rotavapor (1 litro y 600 ml),
- Frascos de vidrio color ambar,
- Camaras cromatograficas para CCF
- Camara de Neubauer,
- Columnas cromatogréficas de vidrio para CC.
- Cristalerla diversa multipropésito.
7.3.2.1.3. Reactivos y farmacos de referencia:
= Hexano.
. « Acetato de etilo.
| « Etanol al 95 %,

« Metanol.

- Agua destliada o desmineralizada,

- Agentes cromégenos para CCF.

= Dimetilsulféxido (DMSO).

- Polisorbato 80 (Tween 80).

= Alopurinol.

- Violeta de Genclana,

7.3.2.1.4, Materiales de laboratorio y de oficina:

- Mangueras de tygon. '

= Sephadex LH-20 para CC.

- Cromatofollos de Sllicagel 60 F,,,

- Sondas orogastricas para ratén.

= Carboximetil-Celulosa.

-« Medio MEM,
- - Medlo LIT.

« Placas de microtitulacidn,

- 5al de mar comerclal,

« Materiales de oficiha.

7.3.2,1.6. Material biolégico:

- Epimastigotes y tripomastigotes de copa guatemalteca conocida,

« Gélulas L. -

« Hueves de Arfemla salina. "
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- Ratones albinos machos de 25-35 g de peso.

7.3.2.2. Recursos Institucionales:
- Fac. de CC. QQ. y Farmacia (USAC):
- Escuela de Quimica Biolégica, Departamento de Citohistologia.
- Escuela de Quimica Farmacéutica, Departamanto de Farmacologia.
- Instituto de Investigaciones Quimicas y Bioldgicas.
- Agencia de Cooperacion Internacional del Japén.
- Laboratorio y Drogueria Farmaya.

7.4. Procedimiento y Metodologlias.

74.1. Recolectada y clasificado de los especimehes vegetales silvestres.
7.4.2. Secado del matetial vegetal mediante energla solar.

7.4.3. Mollenda del material vegetal en molino de granos (67, 69-71).
7.4.4, Metrologia:

7.4.4.1. Se pest el material que fue sometido a la extraccion,
7.4.4.2, Se midieron los volumenes necesarios de los solventes extractores.

7.4.5. Se prepar6 el extracto hexanico mediante extraccion continua y exhaustiva
en un aparato Soxihet con una carga de 364.5 g de hojas secas de N.
lobata (72).

7.4.6. Se reconcentrd el extracto hexénico mediante evaporacion a presioén re-
ducida (rotavapor) hasta obtener un extracto pilular (71, 72).

74.7. Se prepard el extracto etanélico (eti;’hol al 85 %) mediante extraccion
eh macerador, e cual contenia ¢l matetial vegetal residual de la extraction
hexanica (72).
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7.4.8. Se reconcentré el extracto etanélico mediante evaporacién a presién re-
ducida (rotavapor) hasta obtener un extracto pilular (71, 72).

7.4.9. Se determinaron los rendimientos extractivos mediante gravimetria,
siendo los mismos los siguientes: 42.5 gramos de extracto hexanico,
equivalente a un 11.66 % de rendimiento extractivo; y 36.4 g de extracto
etandlico, equivalente al 10 % de rendimiento extractivo (70, 71).

7.4.10. Se fracciond el extracto etandlico mediante cromatografia de exclusién de
tamafio en una columnha de Sephadex LH-20 (120g, 4.4 cm de diametro
25 cm de alto) utilizando metanol como fase moévil. De este fraccionamiento
se obtuvieron 12 fracciones cromatograficas gruesas.

7.4.11, Se formularon los extractos y fracciones obtenidos mediante su disolucion
(cuando fue posible) y suspension (cuando ho fue posible solubilizarios) en
un vehlculo adecuado, quimicamente inerte y compatible con las sus-
tancias, siendo el dimetilsulféxido (DMSO), el suspensor para el caso de
los ensayos antitripanosoma /n vitro y biovensayo en Artemia salina, y
polisorbato 80 al 0.5 % para una de las fracciones ensayadas en el ensayo
invivo. Los agentes suspensores empleados fueron inocuos para los
epimastigotes, tripomastigotes, nauplios de Arfemia salina, y ratones
albinos (74).

7.4.12.8e caracterizé fitoquimicamente la fraccién con actividad biolégica de-
mostrable mediante pruebas convencionales de tamizaje fitoquimico (se-
mimicro) y mediante cromatografia en capa fina, poniendo énfasis en el se-
guimiento de flavonoldes y sesquiterpenlactonas (70-72).

7.4.13. Farmacologla experimental.

7.4.14.1. Ensayo Antitripanosoma:

7.4.14.1.1. Ensayo in vitro.

7.4.14.1.1.1. Obtencién epimastigotes:
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Los mismos se obtuvieron por cultivo y pasajes sucesivos en LIT, para
lo cual se usaron 3 x10% a 6 x108 epimastigotes/ml en fase de crecimiento
exponencial (27, 75-77). '
7.4.14.1.1.2. Obtencion de tripomastigotes:

Se obtuvieron por inoculacién de epimastigotes en tejido fibroblastico
(celulas L), y posterior incubacion a 37 °C durante 4 a 6 semanas.
Transcurrido ese perfodo, se procedid a una separacion de los mismos en
una columna de CM-celulosa, determindndose  por medio de un
hemocitémetro una concentracién entre 6x104 a 9X10 tripomastigotes/ml (27,
78).

7.4.14.1.1.3. Procedimiento de reto:

Para la demostracion de la actividad antitripanosoma in vitro se utilizé
una adaptacion de las técnicas de Cover y Gutteridge (1982), Gonzalez ef af
(1990), Hocquemiller ef af (1991) y Fournet ef a/ (1994). Dicha metodologia
consistio en retar cultivos de 7. cruzi en fase de epimastigote y tripomastigote
(en concentraciones de 3-6 x 10¢ parasitos/ml en fase logaritmica) en
microplacas  de poliestireno. Las sustancias de prueba (extractos,
fracciones, farmaco de referencia y control negativo) fueron disueltas o
suspendidas en medio LIT, utilizando DMSO como suspensor de aquellas
sustancias insolubles en dicho medio. Los niveles de dilucion final de las
sustancias de prueba para el ensayo in vitro fueron los siguientes:

Control negativo: medio LIT con DMSO al 0.5 %.

Farmaco de referencia (control positivo): violeta de genciana en medio LIT a
una concentracion de 250 pg/mi.

Extractos hexanico y etandlico reconcentrados a grado miel, a
concentraciones de 1000, 500, 250, 50, 25 y 12.5 pg/mi.

Fracciones cromatograficas gruesas obtenidas a partir del extracto etandlico, a
concentraciones de 200, 100 y 256 pg/mi.

Todos los niveles de dilucidn para cada sustancia de prueba fueron corridos en
triplicado.

El procedimiento general fue de la siguiente manera: se inocularon en triplicado
100 ! de la suspension (a concentracién conocida) del protozoario y las
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cantidades necesarias de las soluciones o suspensiones de prueba conforme a
los niveles de dilucion antes seffalados. Las microplacas fueron seguidamente
incubadas a 37 °C, durante 24 horas, para el caso de tripomastigotes, y a
26 °C durante 48 horas para el caso de epimastigotes. Transcurridos los
tiempos de incubacion, se procedié a la cuantificacion microscépica del nimero
de paréasitos/ml por medio de una camara de Neubauer transformando los datos
obtenidos a valores porcentuales, tomando como referencia del 100 % el nimero
de parasitos/ml del control negativo.

7.4.14.1.2, Ensayo in vivo:

Para la demostracién de la actividad antitripanosoma in vivo' se
utilizo el método de Filardi y Brenner (1984) estandarizado por Caceres y cols.
Dicha metodologia consiste en inocular intraperitonealmanete ratones albinos
(machos con peso entre 18 a 20g) con 1 x 10¢ tripomastigotes de T. cruzi
por kg de peso y la subsiguiente administracion (por sonda orogastrica) de
las soluciones o suspensiones de prueba 24 horas después de ser infectados y
cada 48 horas a partir de ese momento durante 21 dias a dosis de 100, 10y 1
mg/Kg de peso. Los tratamientos evaluados fueron 5: un control negativo, al que
solo se le administré el vehiculo (solucién acuosa de polisorbato 80 al 0.5 %), un
control positivo (alopuriniol a dosis de 10 mg/Kg) y la fraccion cromatografica
con la mejor respuesta tripanocida in vitro, a dosis de 100, 10 y 1 mg/Kg.
Cada tratamiento conté con 5 repeticiones (5 ratones por solucion o
suspension de prueba). La parasitemia, en Nimero de parasitos/ml, se evalud
cada 7, 14 y 21 dias ’después de ser infectados. La actividad
antitripanosoma se observd por medio de la disminucion de tripomastigotes
circulantes en la sangre y por comparacién con el grupe control negativo, el
cudl mostré el comportamiento de parasitemia equivalente al 100 %.

7.4.14.1. Ensayo toxicoldgico:
7.4.14.1.1. Bioensayo de toxicidad en Artemia salina

Se utiliz6 la técnica descrita por McLaughlin y cols. Este ensayo permitio
la determinacién de la toxicidad (Clg,) en la larva del crustaceo Artemia salina
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mediante la evaluacion de 3 niveles logaritmicos de diluciones de las fracciones
ensayadas. La técnica consistio en la preparacion de un medio salino adecuado,
la colocacion de huevos del crustaceo en dicho medio y la eclosion de los
mismos. Posteriormente, se transfirié la mayor cantidad de nauplios vivos a un
erlenmeyer con medio salino fresco. Seguidamente, se prepararon 12 lotes de
10-15 nauplios cada uno. A continuacion se procedié con la preparacién de
diluciones de 1000, 500 y 250 ppm de cada extracto y fraccion
cromatografica ensayadas. Para cada sustancia de prueba se utilizaron 9 de los
12 lotes preparados. A los restantes 3 lotes, se les agregd DMSO al 0.5 %,
como control negativo. Transcurridas 24 horas, se procedié a la medicion del
nimero de nauplios sobrevivientes a cada nivel de dilucion, del que por
diferencia con el valor inicial, se calculé el nimero de decesos observados (74).

7.4.14.1.2. Toxicidad aguda en ratdn:

El método utilizado, correspondié al descrito por el programa l|beroa-
mericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo (CYTED), el cual consistio
en el tratamiento de 4 lotes de ratones a los que se les administraron dosis de
25, 50, 100 y 200 mg/Kg de peso de la fraccién que demostréo mejor actividad
tripanocida, tanto jn vivo como in vifro. Una vez realizada la administracion
orogastrica de la sustancia de prueba a las dosis correspondientes, se procedio a
observar posibles cambios en el comportamiento de los animales de
experimentacion y posibles decesos, que en caso de haber toxicidad aguda,
podrian ser observados. El ensayo tuvo una duracion de 7 dias (74).

7.4.15. Disefio experimental:

7.4.15.1. Ensayo in vitro:

7.4.15.1.1. Para todos los extractos y fracciones: se realizé un ensayo cuantal
' para la estimacién de la Concentracion Letal Media (CLg;) y Concentracion
Inhibitoria del 95% (Cly;) de manera que se pudiesen tamizar el extracto y las 3

fracciones cromatograficas mas potentes.
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7.4.15.1.2. Para las tres fracciones cromatograficas gruesas mas activas:

7.4.15.1.2.1. Tamaflo de muestra por tratamiento:
Para un valor de oo = 0.05y B = 0.20 se tiene un nivel de confianza (NC) igual a:

NC=Z,ypn+Zp
NC = 3.422

lo que implica que el nimero de repeticiones a realizar por tratamiento
(nj) deberia ser:

nj> (2NC202)/ (a2

donde se desconoce 62 y se asume que el limite de error A = 2 G, por
lo que entonces A2 = 4 62, por lo tanto:

nj= (2 NC2 62)/ (4 62)

nj= (2NC2)/ (4)

nj = (2)(3.422)2/ (4)

nj= (1)(3.422)2/(2)

nj= (11.71)1(2)

nj= 5.855

que aproximado da un valor n; = 6, que es el minimo de repeticiones que
deberian realizarse para cada tratamiento. Para el presente disefio ex-

perimental se decidio realizar 9 repeticiones por tratamiento (3 niveles
de dilucion x 3 repeticiones = 9) (79-81).

7.4.15.1.2.2. Integracion del disefio:

Se utilizd un disefio de bloques completos al azar, con 5

tratamientos y 9 bloques. Los tratamientos estuvieron constituidos por un control

- negativo (medio con DMSO al 0.5 %), un control positivo (violeta de genciana a
concentracion de 250 ug/ml) y las 3 fracciones cromatograficas con mayor

actividad tripanocida conforme a las estimaciones de Cly, y Cly (segin lo

sefialado en el inciso 7.4.16.1.1 del presente informe de tesis) (79, 80). Los

bloques estuvieron constituidos por cada repeticion de cada nivel de dilucion de

cada fraccion (3 diluciones x 3 repeticiones cada una = 9 bloques), para el caso
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de los controles negativo y positivo, se realizaron 9 repeticiones, siendo cada
repeticién un bloque del disefio.

7.4.15.2. Ensayo in vivo:
7.4.15.2.1. Tamafio de muestra por tratamiento:

Para un valor de o = 0.05 se tiene un nivel de confianza (NC) igual:
NC=Z,4pn
NC= 2.49

lo que implica que el namero de repeticiones a realizar por tratamiento
(nj) deberia ser:

nj> (2NC202)/ (A2
donde se desconoce 62 y se asume que el limite de error A = 2 @, por
~ lo que entonces A2 = 4 &2, por lo tanto:
nj= (2NC262)/ (4 62)
nj = (2NC2)/ (4)
nj= (2)(2.49)2/(4)
nj = (1)(2.49)2/(2)
nj= (6.20)/(2)
n= 3.1
que aproximado da un valor nj= 4, que es el minimo de repeticiones que
deberfan realizarse para cada tratamiento. Para el presente disefio ex-

perimental se decidio realizar 5 repeticiones por tratamiento (5 ratones
por grupo) (79-81).

7.4.15.2. Integracion del disefio;

Se Wtilizé un disefio completamente aleatorizado, con cinco tratamientos:
un control negativo (solucion acuosa de polisorbato 80 al 0.5 %), un control
positivo o farmaco de referencia (alopurinol a dosis de 10 mg/Kg de peso), y 3
dosis (100, 10 y 1 mg/Kg de peso) de la fraccion cromatografica gruesa con
mayor actividad significativa demostrada en el ensayo in vitro.
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7.4.16. Anélisis estadistico:

7.4.16.1. Ensayo in vitro:

Se utilizé como variable de respuesta el % de inhibicion (% de parasitos
muertos) y los resultados fueron analizados de la siguiente forma: |

7.4.16.1.1. Calculo de la Cls; y la Clg:

Utilizando el programa Finney para BASIC se realiz6 una regresion no
paramétrica, estimandose por interpolacién o extrapolacion la CLs, y la Cly;, como
valores puntuales para la comprobacion preliminar de la actividad de los extractos
hexanico y etandlico, y para el tamizaje preliminar de la actividad de las 12 |
fracciones cromatograficas obtenidas. De esta manera se comprobé la actividad
del extracto etandlico y se seleccionaron las 3 fracciones cromatograficas mas
potentes. }

7.4.16.1.2. Prueba de Friedman para la clasificacién de dos vias:

Una vez selecclonadas las 3 fracciones con las menores Cl;y y Cly; se
realizé la prueba no paramétrica de clasificacion por rangos de Friedman para las
3 fracciones seleccionadas y los controles positivo (violeta de genciana) y
negativo (medio LIT + DMSO al 0.5 %). Al observarse diferencia significativa se
realizaron comparaciones entre la suma de los rangos de los tratamientos contra
la suma de rangos del control negativo. De esta manera se realizé el tamizaje
definitivo de la fraccién mas activa en el ensayo in vitro (79, 80).

7.4.16.2, EnsaYo in vivo:

Con los datos obtenidos se elaboré una curva de parasitemia (Nimero de
parasitos circulantes/ml) versus tiempo y se calculé mediante ihtegracién
numeérica (método trapecial) el area bajo la curva como  variable de
respuesta. Con las areas obtenidas para cada tratamiento (fraccion
cromatografica a tres dosis, y controles positivo y negativo), se realizé un Andlisis
de Varianza (ANDEVA) de una via y al haber diferencia significativa entre los
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tratamientos, se realiz6 la prueba de Dunnett para evaluar el efecto
antitripanosoma de la fraccion cromatografica contra el control negativo (79, 80).

7.4.16.3. Toxicidad:
7.4.16.3.1. Nauplios de Artemia salina:

Utilizando como variable de respuesta el % de nauplios muertos y mediante
el programa Finney para BASIC se realizd una regresion no paramétrica,
estimandose por interpolacién o extrapolacién la Cl, como valores puntuales
para la comprobacién preliminar de la bioactividad y toxicidad de los extractos
hexanico y etandlico, y para el tamizaje preliminar de la bioactividad y toxicidad de
fas 12 fracciones cromatograficas obtenidas.

7.4.17.3.2. Toxicidad aguda en raton:

En caso de observarse decesos de los animales de experimentacion se
debi6 calcular la DLy, de la misma forma en que se calculé la Cly, para los

nauplios de A. salina. Como ho se observaron decesos, se estim6 que la DL,
es mayor que la maxima dosis ensayada.
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8. RESULTADOS

8.1. Ensayo in vitro:
8.1.1. Comprobacion de la actividad antitripanosoma de extractos de N. Jobata :

Como primer paso del estudio que se planted en el presente trabajo de
tesis se evalud la actividad antitripanosoma in vitro de los extractos hexanico y
etanolico de hojas de N. Jobata, para garantizar que efectivamente se estaba
trabajando con un material vegetal adecuado, es decir, con un material con
suficiente cantidad del o los principios activos responsables de la actividad

antitripanosoma. En |a tabla No. 1 se presentan los resultados de la estimacion
de la CLs; y la Cly; obtenidos a partir de los datos experimentales observados:

Tabla No. 1
Clg, y Clgs de los extractos Hexanico y Etandlico de hojas de N. /obata

T. cruzi T. cruzi
EXTRACTO Tripomastigotes Epimastigotes
Clsg (g/mh) Clgs (H/mi) Clsg (po/mi) Clgs, (ug/mi)
Hexanico 20 39.5 57.9 236.1
Etanélico 20 30.1 18.7 119.1

8.1.2. Evaluacion de la actividad antitripanosoma de fracciones cromatograficas
gruesas de N. Jobata :

Una vez verificada la actividad antitripanosoma in vitro de los éxtractos, se
cdncluyé que aunque ambos poselan actividad antitripanosoma, el méas potente
de los dos extractos era el etandlico, por lo que este ultimo fué fraccionado en
una columna de Sephadex LH-20, colectandose fracciones de alrededor de 8 ml
cada una y monitoreandolas mediante cromatografia en capa fina,. Del monitoreo
seflalado, se decidid la reunién de aquellas fracciones que mostraron mayor
similitud quimica, obteniendose finalmente 12 fracciones cromatograficas gruesas.
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Las fracciones cromatograficas gruesas fueron posteriormente ensayadas
como antitripanosomas in vitro, obteniéndose los resultados que se observan en

la tabla No. 2:

Tabla No. 2

ClLgg y Clgs de las 12 Fracciones Cromatograficas Gruesas
obtenidas a partir del extracto Etandlico de hojas de N. Jobata

T. cruzi T. cruzi
EXTRACTO Tripomastigotes Epimastigotes
Clsg (Ho/mi) Clgs (1g/mi) Cleg (ug/m) | Clos (na/m)
Fracclon No. 1 90 308 277 1081
Fracclon No. 2 8 36 51 104
Fraccion No. 3 138 553 495 4051
Fraccion No. 4 148 422 318 1230
Fraccién No. 5 112 2566 361 2291
Fraccion No. 6 85 284 193 1080
Fraccion No. 7 198 804 236 926
Fraccion No. 8 289 1008 322 1841
Fraccion No. 9 295 1387 407 2859
Fraccion No. 10 109 449 230 1035
Fraccion No. 11 158 357 85 333
Fraccién No. 12 185 547 | 150 706

Conforme a los resultados obtenidos, se procedié entonces a la seleccién de
las tres fracclones que mostraron los menores valores de CL., y Cly, tanto para
tripomastigotes (fracciones 1, 2 y 6) como para epimastigotes (fracciones 2, 11y
12). Con los resultados obtenidos del ensayo in vitro para cada una de las
fracciones, se procedié entonces a realizar una andlisis de clasificacién por
rangos de Friedman y comparaciones pareadas de las sumas de rangos para
cada fraccién y la suma de rangos del farmaco de referencia con respecto a la
suma de rangos del control negativo, tanto para epimastigotes como para
tripomastigotes. En las tablas Nos. 3-6 se muestran los resultados abtenidos:
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Tabla No. 3
TRIPOMASTIGOTES
Clasificacion por Rangos de Friedman
Control (-), Control (+), Fracciones 1,2y 6

- TRATAMIERTOS
BLOQUES Control {-) | Control (+)
Dilucién No. de DMS.?. en _\éi::;:;:: Fraccién 1 | Fraccién 2 Fraccién. 6
|_(pg/ml) | repeticion (250 poymi)
200] 1 1.0 4.5 2.0 4.5 3.0
200 2 1.0 4.5 2.0 4.5 3.0
200 3 1.0 4.5 2.0 4.5 3.0
100] 1 1.0 45 2.0 45 3.0
100 2 1.0 4.5 2.0 4.5 3.0
100 3 1.0 4.5 2.5 4.5 2.5
25 1 2.0 5.0 2.0 4.0 2.0
25 2 2.0 5.0 2.0 4.0 2.0
25 3 2.0 5.0 2.0 4.0 2.0
SUMA DE RANGOS= 12.0 42.0 186  39.0 23.5

If = J30.16

Para el presente andlisis se plantearon la hipotesis estadisticas de prueba
siguientes:
Ho: Todos los tratamientos son iguales
Ha: Al menos un tratamiento es diferente
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Para o. = 0.05 se tiene que "p" para 30.16 es menor que 0.001, por lo que la Ho
se rechaza. Estos resultados dan validez al disefio, ya que como se conté con un
control negativo y uno positivo, era de esperarse que hubiese al menos diferencia
significativa entre estos dos tratamientos. | '

Una vez realizado el analisis de  Friedman para tripomastigotes, y
establecida la validez del disefio, se procedi6 con la estimacion de las diferencias
entre la suma de los rangos de los diferentes tratamientos y la suma de rangos
del control negativo, para establecer diferencias significativas entre los
tratamientos antitripanosomas (farmaco de referencia y fracciones) y el
tratamiento control negativo. Para cada comparacion pareada se plantearon las
hipétesis estadisticas de prueba siguientes: -

Ho: El tratamiento Rj es igual al Rcontroi(-)
Ha: El tratamiento Rj no es igual al Rcontrol(-)

Los resultados obtenidos se muestrén en la tabla No. 4
Tabla No. 4

TRIPOMASTIGOTES
Tabla de estimacion de la diferencia de rangos entre tratamientos

COMPARACION Ri-Rcontrol(-) Diferencia CONCLUSION
Control(-) vrs. Control(+) / 30.00| > 16.37 | Ho se rechaza
Control(-) vrs. Fraccion 1 6.50 | < 16.37 | Ho se acepta
Control(-) vrs. Fraccion 2 27.00 | > 16.37 | Ho se rechaza
Control{(-) vrs. Fraccion 6 11.50 ] < 16.37 | Ho se acepta




Tabla No. 5

EPIMASTIGOTES

Clasificacién por Rangos de Friedman

Control (-), Control (+), Fracciones 2, 11y 12
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TRATAMIENTOS
BLOQUES Control (-) | Control (+)
Dilucién No. de DME?. en \g::f:;‘:: Fraccién 2 | Fraccién 11 | Fraccién 12
_(_pglml) repeticion (250 pg/mi)
200 1 ' 1.0 4.0 4.0 4.0 2.0
200 2 1.0 4.5 4.5 3.0 2.0
200 3 1.0 4.5 4.5 3.0 2.0
100 1 1.0 5.0 4.0 3.0 2.0
100 2 1.0 45 4.5 3.0 2.0
100 3 1.0 5.0 4.0 3.0 2.0
25 1 1.0 5.0 4.0 3.0 2.0
25 2 1.0 5.0 3.0 4.0 2.0
25 3 1.5 5.0 4.0 1.5 3.0
SUMA DE RANGOS= 9.5  42.6 36.5 27.5 19.0

Zf: .16

Para el presente andlisis se plantearon la hipotesis estadisticas de prueba |
siguientes:
Ho: Todos los tratamientos son iguales
Ha: Al menos un tratamiento es diferente

Para o, = 0.05 se tiene que "p" para 31.16 es menor. que 0.001, por lo que la Ho
se rechaza. Estos resultados dan validez al disefio, ya que como se cont6 con un
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control negativo y uno positivo, era de esperarse que hubiese al menos diferencia
significativa entre estos dos tratamientos.

Una vez realizado el analisis de Friedman para epimastigotes, y
establecida la validez del disefio, se procedid con la estimacién de las diferencias
entre la suma de los rangos de los diferentes tratamientos y la suma de rangos
del control negativo, para establecer diferencias significativas entre los
tratamientos antitripanosomas (farmaco de referencia y fracciones) y el
tratamiento control negativo. Para cada comparacién' pareada se plantearon las
hipétesis estadisticas de prueba siguientes:

Ho: El tratamiento Rj es igual al Rcontrol(-) .
Ha: El tratamiento Rj no es igual al Rcontrol(-)

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla No. 6

Tabla No. 6
EPIMASTIGOTES
Tabla de estimacion de la diferencia de rangos entre tratamientos

COMPARACION Rj-Rcontrol(-) D‘ff;;g:‘a CONCLUSION
Control(-) vrs. Control(+) 33.00 | > 16.37 | Ho se rechaza
Control(-) vrs. Fraccion 2 27.00] > 16.37 | Ho se rechaza
Control(-) vrs. Fraccién 11 18.00 | > 16.37 | Ho se rechaza
Control(-) vrs. Fraccion 12 950 < 16.37 | Ho se acepta
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8.2. Ensayo in vivo:

De los resultados obtenidos de los ensayos in vitro se establecié que la
fraccion No. 2 fue la que mejor respUesta antitripanosoma mostré (ver discusion
en el inciso 9.1. del presente informe de tesis). Con base en lo anterior, se
decidid evaluar la actividad antitripanosoma in vivo de dicha fraccion
cromatografica gruesa. Los resultados obtenidos de la evaluacion in vivo se
muestran en la tabla No. 7.

Tabla No. 7
Areas bajo la curva del No. de Tripomastigotes circulantes/ml vrs. tiempo °
| TRATAMIENTOS
CONTROLES Fraccion No. 2

Ratén No. | :;:::;:‘t(;)so ii?;ﬂ‘:ﬁ?u Dosis 100 | Dosis 10 | Dosis 1

al 0.5 % 10 mgKg | mg/Kg mg/Kg mg/Kg
1] 262562500 7008750 8435000 | 15452500 ] 25252500
2] 25243750 7008750 84175001 11243750{ 21035000
3| 16826250 7000000 8417500 | 18261250} 16852500
4| 22470000 7008750 5617500 8452500 | 12661250
5] 23843750| 14008750 8417500 9843750 | 12643750
Promedio=| 22727250 8407000 7851000} 12650750 ] 17689000
Desv.estandar | 3125514.6 | 2800877.0 | 1121770.4 | 3655453.8 | 4895606.1
cv= 13.75|  33.31 14.27 28.90 27.68
% de Farasitemia 100 37 35 56 78
% de Inhibicién 0 63 65 44 22

- % de potencia

respecto al Alopurinol 100 104 70 35

Con las areas bajo la curva como variable de respuesta se procedié
seguidamente con la realizacién de un analisis de varianza (ANDEVA) de una via.
Los resultados de dicho analisis se muestran en la tabla No. 8:




Tabla No. 8

Tabla de ANDEVA de una via para los tratamientos evaluados
(Control negativo, control positivo, fraccion 2 a dosis de 100, 10 y 1 mg/Kg)
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FUENTE DE VARIACION | gl | Suma de Cuadrados | Cuadrado Medio | Rv=Fcalculado | Feritico
Tratamientos 4 8.02x1014 2.006x1014 14.28 2.87
Error 20 2.81x1014 1.405x1013

TOTAL 24 10.83x1014

Para este andlisis se plantearon las siguientes hipétesis estadisticas de prueba:

Ho: Todos los tratamientos son iguales
Ha: Al menos uno de los tratamientos es diferente

Como la RV (Fcalculado)>Fcritico la Ho se rechaza. Este analisis dié validez al
disefio, por lo que se procedié con la realizacion de comparaciones de los
tratamietos antitripanosomas (farmaco de referencia y fraccién 2 a dosis de 1, 10
y 100 mg/kg de peso) con respecto al tratamiento control negativo, dicha
comparacién se realiz6 mediante la prueba de Dunnett, que se muestra en la

tabla No. 9:

Tabla No. 9

PRUEBA DE DUNNET :
Comparacion de los tratamientos contra el control negativo

COMPARACIONES Xi-Xc |Xi-Xc| | Diferencia | Nivei de
critica Significancia |
Control positivo contra control negativo 14320250 | 14320250 | 61622632 | p<0.05
Fraccién 2 a dosis de 100 m/Kg contra el control {-) 14866250 | 14866250 | 6162263.2 | p<0.05
Fraccién 2 a dosis de 10 m/Kg contra el control (-) 12890500 | 12890500 | 6162263.2 | p<0.05
Fraccion 2 a dosis de 1 m/Kg contra el'control (-) 5038250 | 5038250 | 6162263.2 NS

Como sélo para la dosis de 1mg/Kg de peso de la fraccion 2, el valor Xi-Xc es
menor que la diferencia critica, se infiere que sélo este tratamiento no tiene
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diferencia significativa con respect6 al control negativo, por lo que se infiere que la
fraccion cromatografica gruesa No. 2, obtenida a partir del extracto etandlico de
de hojas de Neurolaena lobata a dosis de 100 y 10 mg/kg de peso tiene
actividad antitripanosoma significativa.

8.3. Toxicidad:

Para garantizar que se trabajaba con sustancias inocuas a las dosis ensayadas
y para establecer un perfil de bioactividad de las fracciones estudiadas, se
realizaron los ensayos de bioactividad con nauplios de Arfemia safina y de
toxicidad aguda en raton. Los resultados obtenidos se muestran a continuacion:

8.3.1. Nauplios de Artemia salina

Tabla No. 10

ClLgg de fracciones cromatograficas gruesas

_ Fracclones CLg (Ppm).
Fraccion No. 1 ' >1000
Fraccion No. 2 656
Fraccion No. 3 >1000
Fraccién No. 4 >1000
Fraccion No. 5 >1000
Fraccion No. 6 >1000
Fraccion No. 7 >1000
Fraccién No. 8 >1000
Fracciéon No. 9 >1000
Fraccion No. 10 >1000
Fraccion No. 11 >1000
Fraccion No. 12 >1000
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8.3.2. Ensayo toxicologico en raton:

No se observo hingun deceso en los animales de experimentacion a dosis
de 25, 50, 100 y 200 mg/Kg de peso.

8.4 Tamizaje fitoquimico de las fracciones con actividad antitripanosoma:

Las fracciones que mostraron alta (fraccion 2) y leve (fracciones 1, 6, 11y
12) actividad antitripanosoma in vitro fueron caracterizadas fitoquimicamente
mediante el uso de ensayos semimicro en tubos y mediante cromatografia en
capa fina. Los resultados se muestran a continuacion:

8.4.1. Investigacion de taninos y polifenoles:

Mediante ensayos semimicro con soluciones de gelatina, NaCl-gelatina y
FeCl3 se estableclé que las fracclones 6, 11 y 12 no contenian taninos, pero sl
polifenoles no tanicos. Mediante cromatografia en capa fina, corrida con una fase
mévil de Cloroformo:metanol:agua (80:18:2) y revelada con FeCl, al 1 % en
etanol, se establecio lo siguiente: Fraccion 6, principal componente Rf = 0.48,
positivo para polifenoles. Fraccién 11, principal componente Rf = 0.72, positivo
para polifenoles. Fraccién 12, principal componente Rf = 0.82, positivo para
polifenoles. La fraccion 2 fue siempre negativa para polifenoles.

8.4.2. Investigacion de flavonoides:

Mediante el test semimicro de Shibata para la investigacién flavonoides, se
establecio la presencia preliminar de los mismos en las fracciones 11 y 12. Las
fracciones 2 y 6 resultaron negativas para flavonoides.

8.4.3. Investigacion de sesquiterpenlactonas:

Mediante cromatografia en capa fina, utiizando como fase movil
cloroformo:metanol:agua (80:18:2), y revelando con una solucion de anisaldehido




se demostro la presencia preliminar de sesquiterpenlactonas (Rf= 0.51, 0.48) en
la fraccion 2. Las fracciones 6, 11 y 12 resultaron negativas para la presencia de
sesquiterpenlactonas.

8.4 4. Investigacion de otros fitoconstituyentes:

Pruebas semimicro y en cromatografia en capa fina no demostraron la
presencia de alcaloides, saponinas y antraquinonas.
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9. DISCUSION

}
9.1. Ensayo /n vitro:

9.1.1. Extractos:

. Conforme a lo que se planteé en la presente investigacion, antes de
fraccionar el extracto etandlico se debla comprobar su actividad. Dado que ya
existia estudios previos donde se evaluaba Ila actividad de un extracto apolar
(diclorometano) y uno medianamente polar (etandlico), la comprobacién de la
actividad antitripanosoma en el presente trabajo se basarla Unicamente en la
estimacién de la Clgy ¥y Clg; de los dos extractos preparados (hexanico y
etandlico). Los datos de la tabia No. 1 muestran la estimacion de dichos
parametros, donde se infiere que el extracto etandlico es mas activo que el
extracto hexanico, tanto para tripomastigotes como para epimastigotes.

9.1.2. Fracciones cromatogréficas gruesas:

Conforme a lo observado en la tabla No. 2, los valores de Clg, y Cly

demuestran que las fracciones 1, 2 y 6 son las méas potentes conhtra
tripomastigotes y las fracciones 2, 11 y 12 son mas potentes contra
epimastigotes. Ei analisis por Rangos de Friedman y la comparacion de las
diferencias entré las siimas de Rangos, mostradas en las tablas Nos: 3:6,
demuestran e sblo la fraccin No. 2 tieiie actividad antitripanosoma significativa
tanto contra tripomastigotes como contra epimastigotes. De las restaites
fracciones; sélo la No. 11 tlere actividad significativa contra epimastigotes; pero
no contra tripomastigotes. Comio consecuencla de lo anterior 8¢ decidio giie péra
la fraccion 2 debla realizarse ia actividad antitripahosoma in vivo. "
9.2. Ensayo in Vivo:

Conforme a los resultados obtenidos en las tablas Nos. 7-9, se infiere que fa
fraccion No. 2 tiene actividad antitripanosoma in vivo significativa a dosis de 100

y 10 mg/Kg de peso. A una dosis de 100 mg/Kg tiene una potencia relativa coii
respecto al alopuririol de un 4 % mas, mientras que a dosis de 10 mg/Kg presenta
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una potencia de un 30 % menos que el alopurinol, aunque estadisticamente
significativa.

9.3. Toxicidad:
9.3.1. Artemia salina:

Conforme a lo observado en la tabla No. 10 se infiere que sélo la fraccion
No. 2 tiene bioactividad significativa (CL.,<1000 ppm).

9.3.2. Toxicidad en raton:

Debido a que no se observaron decesos a ninguna de las dosis
ensayadas, se infiere que la DLy, debe ser mayor que 200 mg/Kg de peso.

9.4. Tamizaje ﬂtoquvlmico:

Los resultados obtenidos demuestran que la fraccion 2 es rica en
sesquiterpenlactonas, que correlacionandola con la actividad antitripanosoma,
tanto in vitro como in vivo es probable que dichos componentes sean los
responsables de la actividad contra 7. cruzi, siendo coadyuvados posiblemente
por los flavonvides, es decir, se da un sinergismo de suma.
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10. CONCLUSIONES
10.1. La actividad antitripanosoma, tanto i vivo como in vitro de las hojas de
Neamlaena lobata posiblemente es atribuible pnnclpalmehte a las

sesquiterperilactonas presentes en la planta.

10.2. La principal fraccion cromatografica obtenida, rica en sesquiterpenlactonas
no tiene toxicidad aguda a 200 mg/Kg de peso.
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11. RECOMENDACIONES
11.1. Continuar el estudio antitripanosoma aislando las sesquiterpeniactonas
presentes en la planta y evaluando $u actividad tanto in vitro como in vivo.

11.2. Evaluar la posible utilizacion de los flavonoides y sesquiterpenlactonas como
sustancias de control profilactico contra epimastigotes en chinches.
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13.2. Anexo No. 2:
Dibujo de la especie Neurolaena lobata
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Neurolaena lobata (L.) R. Br. 1817
Tres puntas
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