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Resumen

Descripcion del Resultado: C. ambrosioides es una planta aromatica utilizada para el
tratamiento de enfermedades parasitarias por la poblacion de areas endémicas. El
objetivo de este estudio fue estudiar la actividad anti-leishmanial del aceite esencial de
C. ambrosioides y sus componentes mayoritarios puros (ascaridol, carvacrol y éxido de
cariofileno) en diferentes modelos. En un modelo quimico se demostrd la formacion de
un radical libre centrado en el carbono por estudios de resonancia paramagnética
nuclear, debido a la presencia del ascaridol. Desde el punto de vista molecular, el
aceite esencial inhibi6 de manera especifica la actividad del complejo Il en
subparticulas mitocondriales de Sacharomyces cereviseae y la fraccion cruda
mitocondrial de Leishmania tarentolae. En los modelos in vitro se corrobord que el
aceite inhibio la respiracion en promastigotes de L. tarentolae; mientras fue el de mayor
selectividad frente a promastigotes y amastigotes intracelulares de L. amazonensis. En
el modelo in vivo de leishmaniasis cutanea experimental también el aceite demostré
una actividad potencial al evaluar el desarrollo de la lesion y la carga parasitaria. Frente
a otros protozoos parasites (Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi, Trypanosoma
brucei y L. infantum) el aceite fue el Unico producto que inhibié el crecimiento. Este
trabajo demuestra la superioridad del aceite esencial comparado con sus compuestos
mayoritarios y sugiere la inhibicion del complejo Il de la cadena transportadora de
electrones como posible mecanismo de acciéon de la actividad anti-leishmanial
demostrada.

Comunicacion Corta

Antecedentes

Leishmania es un género que agrupa a protozoos parasitos que causan un conjunto de
enfermedades denominadas leishmaniasis. Aproximadamente, de 1 a 2 millones de
personas son infectadas anualmente y alrededor de 350 millones de personas se
encuentran en riesgo de contraer la enfermedad, la cual se considera endémica de 98
paises tropicales y subtropicales. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
identificado la leishmaniasis como una de las enfermedades tropicales mas importantes
y uno de los principales problemas de salud publica en Africa, Asia y América Latina, la
cual ha sido clasificada como una de las enfermedades olvidadas™?.

Se conocen 21 especies de Leishmania patégenas al hombre y a los animales que
desarrollan principalmente tres formas de la enfermedad: leishmaniasis cutanea
leishmaniasis mucocutanea y leishmaniasis visceral. La cutanea se caracteriza por
lesiones dérmicas que pueden llegar hasta Ulceras; la mucocutanea por metastasis de
las lesiones cutaneas causando deformidades fundamentalmente en la cavidad
nasofaringea; mientras que la visceral puede provocar hepato y esplenomegalia,
depresion de la médula 6sea, anemia, disminucion del peso corporal y muerte en la
mayoria de los casos no tratados®.

El control de esta parasitosis mediante la vacunacion ain no ha sido posible y el control
del vector y del reservorio sblo es posible en ciertas situaciones de transmision
doméstica. Actualmente, en los paises endémicos, la quimioterapia es la principal
opcién para contrarrestar la enfermedad®®. Los farmacos recomendados para el



tratamiento de la leishmaniasis son los derivados organicos de antimonio pentavalente:
pentostam y glucantime. La anfotericina B, la pentamidina y la aminosidina son usadas
como terapia de segunda linea. Todos estos medicamentos necesitan ser
administradas por via parenteral, los tratamientos requieren largos periodos de tiempo,
son toéxicas, costosas y la resistencia parasitaria ha aumentado como un agravante.
Desde la pasada década se ha comenzado a usar la miltefosina, la cual ha demostrado
una alta eficacia solamente frente a la leishmaniasis visceral y se puede administrar por
via oral. Sin embargo, esta contraindicada en embarazada y la resistencia puede
aparecer a mediano plazo®.

Problema a resolver

Las limitaciones mencionadas de los farmacos disponibles contra esta parasitosis han
provocado gque se necesite urgentemente la busqueda y desarrollo de nuevos farmacos
de mayor eficacia, seguridad y accesibilidad para los pacientes®*. Actualmente, el 60 %
de las personas que viven en areas endémicas dependen de la medicina natural y
tradicional para el tratamiento de la leishmaniasis, basado fundamentalmente en el uso
de plantas medicinales. ElI Programa de Enfermedades Tropicales de la OMS ha
considerado una prioridad la evaluacion farmacoldgica de las plantas con el objetivo de
desarrollar nuevos farmacos para el tratamiento de esta parasitosis’. Una de las
plantas conocida por sus efectos anti-parasitarios es C. ambrosioides, de la cual se han
realizado estudios etnobotanicos que revelan que la poblacién endémica de Brasil” y
Pert® la utilizan para el tratamiento de la leishmaniasis cutanea, sin que existan
evidencias cientificas de su actividad frente a Leishmania cuando el presente estudio
comenz6 a desarrollarse. En nuestro caso, se estudid el aceite esencial de C.
ambrosioides, el cual presenta mayor concentracion de metabolitos que pudieran ser
biologicamente activos como son el ascaridol, el carvacrol y el 6xido de cariofileno.

Objetivos

- Determinar las potencialidades del aceite esencial extraido de C. ambrosioides y sus
principios activos como agentes terapéuticos frente a la leishmaniasis en diferentes
modelos bioldgicos.

- Comparar el efecto anti-leishmanial del aceite esencial extraido de C. ambrosioides y
Sus principios activos puros.

- Elucidar el mecanismo de accion farmacologico del aceite esencial extraido de C.
ambrosioides y sus principios activos puros.

Resultados, originalidad e impacto

Para determinar si el aceite esencial de C. ambrosioides y sus componentes
mayoritarios puros presentaban actividad anti-leishmanial se realizé la evaluaciéon de
estos productos en diferentes modelos (quimico, molecular, celular y animal).

- ESTUDIOS EN EL MODELO QUIMICO:
El espectro formado en estudios de Resonancia Paramagnética Nuclear (RPN) del

aceite esencial y sus componentes mayoritarios mostré la formacion de un radical
centrado en el carbono (R-Ce) para el aceite esencial a causa del ascaridol. Sin



embargo, el carvacrol y el 6xido de cariofileno no mostraron ninguna sefial. Este radical
libre es la estructura clave para el desarrollo de la actividad farmacoldgica. Estudios en
paralelo utilizando agentes quelantes como el EDTA (quelante inespecifico de todos los
metales pesados) y la desferroxiamina (quelante especifico de iones hierro) brindaron
evidencias de la pérdida del radical libre y de la pérdida de la actividad bioldgica en 300
veces.

Estos resultados estan publicados en la Toxicol Apply Pharmacol 2009 y Exp
Parasitology 2013 (Ver acapite 1.5), los cuales se describen por primera vez a nivel
internacional.

- ESTUDIOS A NIVEL MOLECULAR DE MODELOS EN LA MITOCONDRIA:

Se evidencid que el aceite esencial inhibié de manera similar (p > 0,05) el Complejo Il
en sub-particulas mitocondriales de Sacharomyces cereviseae como modelo de micro-
organismo y Bos Taurus como modelo mamifero. En este caso, el ascaridol, el
carvacrol y el 6xido de cariofileno no mostraron actividad sobre el complejo Il en
ninguno de los sistemas. Frente al Complejo lll, el aceite esencial fue el Unico que
mostré una inhibicién especifica y superior estadisticamente (p < 0,05) en las sub-
particulas mitocondriales frente a S. cereviseae comparado con B. taurus; mientras que
el ascaridol, el carvacrol y el 6xido de cariofileno causaron una inhibicién inespecifica.
Estos resultados fueron comprobados en el complejo Il o bcl purificado de ambos
sistemas, donde el aceite esencial fue el Unico que causé una actividad significativa (p
< 0,05).

Posteriormente se estudio el efecto de los productos en la fraccion cruda mitocondrial
de L. tarentolae, como modelo de Leishmania, y se comparé con los resultados
obtenidos para B. taurus. Frente a los complejos | y Il el aceite esencial y los
compuestos puros no mostraron una actividad notoria. Sin embargo, frente al complejo
lIl el aceite esencial causo una inhibicion estadisticamente significativa (p < 0,05) sobre
la fraccibn mitocondrial de L. tarentolae, comparada con la de B. taurus. Los
compuestos puros presentaron menor actividad que el aceite esencial, la cual fue
similar estadisticamente (p > 0,05) en ambos modelos.

Al estudiar el efecto del aceite esencial y los compuestos mayoritarios en modelos de
respiracion en la fraccion cruda mitocondrial de L. amazonensis entre los complejos I-llI
y lI-1ll se pudieron observar similares resultados. El aceite esencial mostré actividad
especifica en ambos modelos. Los compuestos puros presentaron una actividad
inespecifica en ambos casos.

Estos experimentos demuestran que la actividad especifica anti-leishmanial
demostrada por el aceite esencial se debe a la inhibiciéon del complejo 11l de la cadena
transportadora de electrones de la mitocondria, siendo su efecto superior al de los
compuestos puros.

Estos resultados estan publicados en la Toxicol Apply Pharmacol 2009 y Exp
Parasitology 2013 (Ver acapite 1.5), los cuales se describen por primera vez en la
literatura internacional. A partir de la experiencia evidenciada en esta tematica, la



autora ha sido invitada a escribir dos articulos de revision por invitacién, en la Curr Clin
Pharmacol’ y Pharm Res™.

- ESTUDIOS EN MODELOS CELULARES DE LEISHMANIA Y MAMIFEROS:
Teniendo en cuenta la inhibicién mitocondrial observada, se estudié la influencia de los
productos sobre el consumo de oxigeno en células de L. tarentolae en un equipo Clark.
Se pudo evidenciar una rapida disminucion en el consumo de oxigeno de los
promastigotes de L. tarentolae a los 10 minutos de ser tratados con el aceite esencial.
Los compuestos puros solo causaron una ligera disminucion de la respiracion.

Posteriormente, promastigotes de L. amazonensis fueron tratados con los productos
estudiados y se analiz6 cualitativamente el cambio en el potencial de membrana
mitocondrial utilizando el fluoréforo JC-1 y el balance redox mediante la cuantificacion
del potencial de peroxidacion y los grupos sulfidrilos. Los estudios de fluorometria
evidenciaron una cambio del potencial de membrana mitocondrial en los parasitos
tratados con los productos estudiados, siendo el efecto mas notorio en los
promastigotes tratados con el aceite esencial, los cuales evidenciaron una
fluorescencia verde similar a los promastigotes tratados con valinomicina (control
negativo de referencia). En el caso del estudio del balance redox, solo los
promastigotes tratados con el aceite esencial causaron un cambio en el potencial de
peroxidacion y en los grupos sulfridrilos con diferencias estadisticas (p < 0,05) respecto
al control positivo (parasitos no tratados).

El aceite esencial y los componentes mayoritarios mostraron actividad frente a ambos
estadios de L. amazonensis. No existieron diferencias estadisticas (p > 0,05) entre la
CI50 frente a promastigotes y amastigotes en ninguno de los productos evaluados. El
aceite esencial mostré una selectividad (IS) superior al resto de los compuestos puros
evaluados. En paralelo, al comparar los productos evaluados con la de los farmacos
convencionales que actualmente se utilizan en la clinica, el aceite esencial mostré una
mayor actividad anti-leishmanial comparado con el glucantime (farmaco de primera
linea) y mayor selectividad que la pentamidina.

Similares resultados fueron ademas obtenidos al evaluar el aceite esencial y sus
componentes puros sobre otras especies de Leishmania, incluyendo L. donovani y L.
infantum, ambos agentes causales de la leishmaniasis visceral. Los compuestos puros
se comportaron de forma inespecifica. Teniendo en cuenta la actividad demostrada por
el aceite esencial, se estudio el efecto del mismo y de sus componentes puros sobre
otros protozoos parasitos y micro-organismos. El aceite esencial causo inhibicion del
crecimiento de otros protozoos, entre los que se incluyen los agentes causal de: la
malaria Plasmodium falciparum, la enfermedad de Chagas Trypanosoma cruzi, y la
enfermedad del suefio Trypanosoma brucei; mientras que los compuestos puros no
fueron activos. El aceite esencial y los componentes puros no mostraron actividad
frente a bacterias (Escherichia coli y Staphylococcus aureus) y hongos (Trichophyton
rubrum yCandida albicans).



Estos resultados demuestran la superioridad del aceite esencial comparado con los
compuestos puros y los farmacos de referencia. Estan publicados en Nat Prod
Commun 2011 y Exp Parasitology 2013 (Ver acéapite 1.5), por primera vez en la
literatura internacional.

- ESTUDIOS EN MODELOS ANIMALES DE LEISHMANIASIS CUTANEA:

Se evidencié la capacidad del aceite esnecial en controlar el desarrollo de la
leishmaniaiss cutanea en animales experimentalmente infectados con L. amazonensis
al adminsitrarlo a una dosis de 30 mg/kg cada 4 dias por via intralesional. Su efecto fue
demostrado al evaluar el tamafio d ela lesidn y la carga parasitaria en el sitio de
infeccion. En cambio, los animales tratados con los compuestos puros no demostraron
efectos positivos (p>0,05) respecto a los animales controles. Por otra parte, el aceite
esencial tuvo un efecto superior (p<0,05) comparado con los animales tratados con
glucantime, farmaco de referencia.

En paralelo, el aceite esencial también demostré un promisorio efecto anti-leishmanial
al ser admisnitrado por via oral en dosis entre 30 a 150 mg/kg por dia durante 15 dias
por via oral.

Estos experimentos demuestran de igual forma las potencialidades del aceite esencial
comparado con sus principios activos puros y el farmaco de referencia, asi como su
efectividad por diferentes vias de administracion, factibles para los pacientes que
padecen esta enfermedad.

Estos resultados estan publicados en Res Complementary 2009 y Phytomedicine 2014
(Ver acapite 1.5), por primera vez en la literatura internacional.

La novedad e impacto cientifico de los resultados

1. Se reporta por primera vez a nivel internacional, desde el punto de vista cientifico, la
actividad anti-leishmanial del aceite esencial integro de C. ambrosioides y sus
componentes mayoritarios en modelos in vitro e in vivo.

2. Se brinda por primera vez a nivel internacional la diana terapéutica exacta del
mecanismo de accion directo del aceite esencial y sus componentes para ejercer su
efecto en el parasito.

3. Se demuestra la superioridad del efecto anti-leishmanial del aceite esencial de C.
ambrosioides comparado con los compuestos mayoritarios puros.

4. Se aportan conocimientos cientificos de base que propone utilizar el aceite esencial de
C. ambrosioides para el desarrollo futuro de un farmaco potencial contra Leishmania.

5. Se propone un principio activo de origen natural (aceite esencial de C. ambrosioides)
de mayor eficacia en modelos in vitro e in vivo comparado con los farmacos de primera
(glucantime) y segunda linea (pentamidina) que actualmente se utilizan en la clinica.

6. Avala cientificamente el uso del aceite esencial de C. ambrosioides para la
leishmaniasis en areas endémicas.



7. Presenta valor metodologico para la evaluacion de compuestos naturales ya que traza
una estrategia de trabajo para la evaluacion de productos naturales frente a
Leishmania a través de diferentes biomodelos y ensayos.

8. Lainformacion que aporta puede ser utilizada en cursos de pre-grado y post-grado de
Medicina Natural y Tradicional.

Problema que se haresuelto de acuerdo con los objetivos del trabajo.

El objetivo de este estudio fue estudiar la actividad anti-leishmanial del aceite esencial de C.
ambrosioides y sus componentes mayoritarios puros (ascaridol, carvacrol y 6xido de
cariofileno) en diferentes modelos. Los resultados demostraron las potencialidades del aceite
esencial de C. ambrosioides en modelos moleculares, celulares y animales, asi como su
superioridad al compararlo con sus compuestos mayoritarios puros por separado y se demostro
Su mecanismo de accion.
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