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RESUMEN
Palabras clave Desde el afio 2010 se comenzd a trabajar por primera vez en nuestro pais, en la te-
Trametes versicolor; farmaco; leishma- matica de identificacion quimiotaxonémica de los hongos basidiomicetos cubanos. Es
niasis

conocido que estos organismos, se apoyan en la sintesis de metabolitos secundarios como
mecanismo de defensa para sobrevivir en su entorno. Como los humanos y los hongos
comparten microbios antagonistas comunes, tales como Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Pseudomona aeruginosa, el hombre se beneficia de la produccion natural de an-
tibidticos que realizan los hongos, para defenderse de la infeccion producida por agentes
patégenos similares. De modo que no es sorpresa que los principales antibidticos antibac-
terianos sean compuestos derivados de hongos, que poseen una gran diversidad estructural
y que exhiben una gran variedad de actividades farmacoldgicas. En esta propuesta se
determind por primera vez a nivel internacional la composicion quimica del hongo basidio-
miceto Trametes versicolor (Bres. Rivarden) cubano y la actividad antileishmania de sus
extractos mediante un estudio biodirigido. Los extractos del hongo, tanto los activos como
los no activos, se fraccionaron mediante el uso de numerosas técnicas de aislamiento y
caracterizacion modernas. Se aislaron y caracterizaron 12 metabolitos secundarios, tres
de ellos triterpenos con nucleo de lanostano, los cuales se aislan por primera vez a nivel
internacional en este hongo. Ademads, se identificaron 51 compuestos mediante sus es-
pectros de masas. Este hecho contribuyd significativamente a la identificacion quomiotaxo-
némica de estos organismos en Cuba, la cual se realiza por primera vez con este trabajo.
Como otro resultado relevante, se pudo confirmar (mediante ensayos in vitro) que el dcido




trametendlico B, compuesto mas abundante en el hongo cubano, mostré la mejor actividad anti-
leishmania (1,6 0,1 pM) frente al parasito Leishmania amazonensis, a menor concentracion que
la sustancia de control (Pentamidina®), por lo que resulta un compuesto potencial para estudios
avanzados frente a esta enfermedad. Adicionalmente, se realizé por primera vez, un estudio tedrico
de acoplamiento molecular de los metabolitos aislados de caracteristica esteroidal alaenzima
arginasa del parasito Leishmania, la cual ha emergido como blanco de estudio debido a que su
inhibicion conduce a la muerte del parasito. El acoplamiento molecular de los compuestos aislados
a esta enzima fue consistente con los resultados bioldgicos obtenidos. Los resultados estan avala-
dos con la publicacion de 4 articulos cientificos, dos de ellos indexados en la Web of Science,
5 trabajos presentados en eventos cientificos; ademas, es parte de una tesis de doctorado en

Ciencias Quimicas, defendida exitosamente en el 2017.

Experiencias en etnomedicina conjuntamente con conclu-
siones basicas de laboratorio han demostrado que los hongos
desempefian un papel importante en el tratamiento y preven-
cion de diversas enfermedades.’ La diversidad estructural de
los compuestos aislados en ellos constituye una oportunidad
unica en el descubrimiento de nuevos farmacos.?

Los hongos basidiomicetos son una rama dominante de
compuestos bioldgicamente activos dentro del reino de los
hongos.® Trametes versicolor (Bres. Rivarden) es uno de los
hongos basidiomicetos no comestible mas conocido, apre-
ciado, estudiado y empleado en practicas clinicas modernas
debido a la presencia en su extracto acuoso y caliente del mas
trascendental agente antitumoral, el Krestin, polisacarido uni-
do a una proteina efectiva contra varios modelos de cancer.*

La notoriedad de los polisacaridos encontrados solo en
extractos acuosos redujo el interés en el estudio de la com-
posicion del resto de los extractos de este hongo. En afos
recientes, este interés resurgio¢ debido a la deteccién de otras
propiedades farmacoldgicas, en extractos de diferente po-
laridad.® Teniendo en cuenta que se ha incrementado el es-
tudio de las propiedades de extractos de hongos basidiomi-
cetos contra varios padecimientos y la colaboracion entre el
Centro de Estudio de Productos Naturales de la Facultad de
Quimica de la Universidad de La Habana, con el Instituto de
Medicina Tropical Pedro Kouri, el cual tiene entre sus lineas
de investigacion la busqueda de farmacos potenciales fren-
te a enfermedades tropicales producidas por parasitos del
género Leishmania, se decide como objetivo general deter-
minar la composicion quimica de los extractos con actividad
antileishmniasica del hongo Trametes versicolor mediante un
estudio biodirigido.

Resultados y discusion

La primera parte de este trabajo estd dirigida a la
obtencion de los extractos de gradiente de polaridad de este
hongo y a la evaluacion de su actividad antileishmania.

Los extractos se obtuvieron mediante maceracién duran-
te 1 semana, con un disolvente cada vez (n-hexano, dicloro-
metano, acetato de etilo, y etanol) y con agitacién ocasional.
Transcurrido el tiempo de maceracion, la mezcla se filtrd a
presién reducida, la fase organica se evapord a sequedad
y el extracto asi obtenido constituyd el crudo del disolvente
en uso. El material fungico seco se empled en la proxima
maceracion con el disolvente que le continla en polaridad
y asi sucesivamente hasta obtener cuatro diferentes ex-
tractos crudos (n-hexano, diclorometano, acetato de etilo y
etanol) de gradiente de polaridad. Estos extractos del hongo
Trametes versicolor fueron utilizados en el ensayo de activi-
dad antileishmania frente al estadio extracelular del parasito
Leishmania amazonensis, promastigotes.

La mayoria de los extractos mostré un 50 % de inhibi-
cion de crecimiento del parasito, a concentraciones superio-
res a los 100 pg/mL. Sin embargo, los crudos de TV-EtOAc y
TV- EtOH (I) mostraron el mismo porciento de inhibicion del
crecimiento del parasito a concentraciones menores, alre-
dedor de los 100 g/mL; concentracion que comienza a
considerarse aceptable cuando se trata de ensayos con
extractos crudos.® Este resultado sugiere que ambos extrac-
tos podrian poseer la sustancia responsable de dicho efecto,
aungue no se descarta la posibilidad de que el efecto sinér-
gico de sus constituyentes produzca la actividad observada.
A pesar de que el extracto TV- EtOH (I) fue activo a menor
concentracion, mostré una toxicidad elevada; indicando una
accion inespecifica debido al bajo indice de selectividad (IS)
obtenido.

Una vez identificados los extractos activos frente a la
actividad antileishmania, se procedié al fraccionamiento me-
diante técnicas cromatograficas (GC-MS, HPLC, CC, TLC,
etc.) y extractivas. De igual manera se procedio con los ex-
tractos menos activos cuya composicion quimica contribuy®
a la identificacion quimiotaxondmica del hongo Trametes
versicolor. La caracterizacion quimica se llevd a cabo me-
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diante técnicas espectroscopicas de RMN D' y D?. Como re-
sultado de lo anterior se aislaron y caracterizaron 12 metabo-
litos secundarios (figura 1), de los cuales tres de ellos (5-7)
se aislan por primera vez en este hongo y se identificaron
51 constituyentes volatiles, mediante sus espectros de ma-
sas, empleando como técnica CG-MS.

Los extractos activos frente a la actividad antileishma-
nia (EtOAc y EtOH), tuvieron como constituyentes mayori-
tarios los compuestos 5,6y 10y para el caso del extracto de
EtOH, ademas de estos compuestos; poseia entre sus consti-
tuyentes una mezcla de los endoperdxidos 3y 4 (v. figura 1).
Solo los compuestos aislados en cantidad suficiente (3, 5y
1) fueron ensayados en la actividad objeto de estudio. Para
evaluar la actividad in vitro de estos constituyentes, se em-
plearon cultivos extracelular (promastigotes) e intracelular
(amastigotes) de Leishmania amazonensis, parasito que pro-
duce leishmaniasis cutanea en el nuevo mundo y que actual-
mente es el causante de un gran espectro de enfermedades
que incluyen leishmaniasis mucocutanea, visceral, dérmica
post kala-azar y una forma atipica de leishmaniasis visceral
americana con hepatitis y linfoadenopatia.” Esto hace que
Leishmania amazonensis, fuera el parasito seleccionado
para este estudio. Los resultados del ensayo se muestran a
continuacion en la tabla 1.

El monitoreo de la actividad antileishmania preliminar se
realizd en cultivos de promastigotes, y se acompafié de la
evaluacion del estadio intracelular en macréfagos (amastigo-
tes) que es la forma de infeccion de Leishmania, relevante en
hospederos mamiferos. La citotoxicidad de cada compuesto
fue evaluada utilizando macrofagos no infestados, este
valor fue comparado con la actividad en amastigotes para
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evaluar si la respuesta positiva in vitro de los compues-
tos fue debida a sustoxicidades o a la actividad selectiva
contra Leishmania. Luego de 72 h de exposicion al parasito
Leishmania amazonensis, solo los metabolitos perdxido de
ergosterol (3) y el acido trametendlico B (5) inhibieron el cre-
cimiento del parasito a las concentraciones 13,9 0,2 uM
y 2,9 +0,1 uM, respectivamente.

Estos también mostraron efectos inhibitorios ante amas-
tigotes, forma intracelular clinicamente relevante del parasi-
to, con una concentracion minima inhibitoria de 4,0 +0,7 uM
para (3) y 1,6 + 0,1 uM para (5). El &cido trametendlico B (5)
mostro la mas potente actividad inhibitoria en ambos mode-
los usados extra (promastigotes) e intracelular (amastigotes),
en este Ultimo fue estadisticamente mas activo que el control
positivo utilizado, Pentamidina. El 7,22-ergostadien-33-ol re-
sultd inactivo, para ambos estadios de este parasito. El dcido
(5) mostré la mejor actividad antileishmania y la mejor selec-
tividad, criterios importantes para seleccionar un buen agen-
te leishmanicida. Todo esto hace pueda ser considerado para
estudios futuros de dicha actividad in vivo y para elucidar el
mecanismo de accion en este parasito.

Para el peroxido (3) ha sido descrita la actividad leish-
manicida contra la forma amastigote en un modelo in vitro,
ligeramente diferente. El mecanismo de accion propuesto
por estos autores, involucra el reemplazo del ergosterol,
componente estructural de la membrana celular del parasito,
por peroxido de ergosterol, durante el proceso de replica-
cion del parasito. La subsecuente ruptura del enlace peroxi-
do pudo desencadenar una serie de reacciones de radicales
libres que ocasionaran trastornos en la membrana del para-
sito y, en consecuencia, la muerte de este.
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Tabla 1. Actividad antileishmania y citotoxicidad de los compuestos puros: perdxido de ergosterol (1), 7,22-ergostadien-3R-ol(2)y
acidotrametendlicoB(3)

Clso 2 tDE ® CCs C*DE?®
Sustanc. Promastigotes Amastigotes Macroéfagos Isd
ng/mL pM ng/mL uM ng/mL uM
3 5.9 10.1 13.910.2 1.7 £0.1 4.0 0.1 18.4 £0.9 429422 11
1 > 20 > 50 >5 >12 14.9 +4.9 37.516.2 -
5 1.3 £0.03 29101 0.7 £0.03* 1.60.1* | 18.0£2.8 39448 25
Pentamidina | 0.4 £0.01 | 1.2 £0.02 1.3 0.1 3.810.2 1.7 £1.7 34449 9

Cl,,® Concentracion inhibitoria media; concentracion de extracto que causa un 50 % de inhibicion del crecimiento. CC,: Concentracion citotdxica media; con-
centracién de extracto que causa un 50 % de mortalidad. IS¢ indice de selectividad (CC4, de macréfagos/IC,, de promastigotes). DE": Desviacién estandar de

tres réplicas. ePentamidina: Sustancia de referencia. *Actividad significativamente alta comparada con el control.

A pesar de que el &cido trametendlico (3) se aislé de to-
dos los extractos, solamente los de EtOAc y EtOH | mostra-
ron actividad leishmanicida aceptable. Este resultado puede
ser debido a la baja concentracidn de este metabolito en los
otros extractos o a un antagonismo entre este y los otros
constituyentes. Es evidente que, a pesar de la similitud es-
tructural entre los tres compuestos, existen otros requeri-
mientos estructurales que determinan una buena actividad
leishmanicida.

En la ultima etapa de este trabajo, se empled la herra-
mienta computacional acoplamiento molecular como un
complemento tedrico en la busqueda de compuestos bioac-
tivos. De esta forma se predice de manera aproximada las
interacciones mas probables de los compuestos esteroidales
aislados (1-7 y 10), con el sitio activo la enzima arginasa de
Leishmania, diana terapéutica que ha cobrado gran interés

debido a que es la primera involucrada en la sintesis de
poliaminas, proceso esencial en la supervivencia y multipli-
cacion del pardsito. El resultado obtenido fue consistente
con los experimentales. El dcido (5) mostré el mayor nime-
ro de interacciones con los aminoacidos esenciales para la
accion enzimatica (figura 2), seguido por los endoperéxidos
de ergosterol (3y 4), a pesar de que se desconoce aun, si
la actividad exhibida por estos compuestos se debe a la
inhibicion de la enzima arginasa.

A pesar de la similitud estructural entre estos metabo-
litos, la modelacion no arrojo los resultados esperados. Los
acidos 6y 7 se ubican en el sitio activo de la enzima preferen-
temente con la cadena lateral hacia adentro, dejando libre de
interaccién el grupo carbonilo del carbono tres. Lo anterior
indica que las mayores interacciones de estos compuestos
ocurren por la cadena lateral.

Fig. 2. Mejor resultado del complejo acoplado
acido trametendlico B-arginasa de Leishmania
(esferas azules, Mn2+).
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En este trabajo se describe la composicion quimica del
hongo Trametes versicolor cubano del cual se aislan por pri-
mera vez, los triterpenos con nucleo de lanostano (5, 6y 7),
hecho que contribuye a la identificacion quimiotaxondmica
de este hongo. El dcido trametendlico B (7), componente
mayoritario, fue el metabolito de mayor actividad antileishma-
nia, superior a la del patrén empleado. Los estudios de aco-
plamiento molecular fueron consistentes con los resultados
experimentales obtenidos.
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