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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es una afeccion sistémica y cronica causada por el protozoo
flagelado Trypanosoma cruzi. Esta enfermedad afecta a gran parte de la poblacion, con
alrededor de 6 a 7 millones personas infectadas y con una mortalidad de 12.000
personas al afio. Aunque se desconocen las causas que evitan la progresion a la fase
cronica, se ha asociado con la progresion a las formas severas de la enfermedad, la
pérdida progresiva de la multifuncionalidad de los linfocitos T (LT) CD8*. Actualmente,
existen dos medicamentos disponibles para el tratamiento de la enfermedad: Nifurtimox
y Benznidazol. Sin embargo, el tratamiento no es bien tolerado por los multiples efectos
adversos y el uso del tratamiento en la fase crénica de la enfermedad es controversial.
Por lo tanto, es importante buscar tratamientos alternativos que permitan evitar la
progresion a la fase crénica sintomatica o que eliminen el parasito. Por otro lado,
Colombia cuenta con alrededor del 10% de las especies vegetales del mundo, las cuales
representan una fuente de abundantes compuestos con actividades terapéuticas que en
gran parte son atribuidos a sus metabolitos secundarios. Asi, es importante la busqueda
de compuestos que permitan el tratamiento etioldgico de los pacientes, asi como
compuestos que puedan modular la respuesta inmune como un coadyuvante en el
tratamiento de la enfermedad. En el presente trabajo se analizo el efecto de extractos
de especies vegetales colombianas en la produccién de citocinas por linfocitos T CD8*
totales de individuos sanos. Encontrdndose, que los extractos de hojas de Siparuna
sessiliflora y de Clethra fimbriata inducen la produccién de citocinas como IFN-y y TNF-
o en LT CD8* de individuos sanos comparado con lo observado con el extracto de hojas
de Rosmarinus officinalis. Estos hallazgos sugieren que existen especies de plantas
vegetales colombianas con capacidad inmunoestimuladora y con potencial para ser
usadas en la busqueda de compuestos con actividad tripanocida. Palabras claves:
Enfermedad de Chagas, linfocitos T CD8*, tratamiento, especies vegetales, modulacion,

Siparuna sessiliflora, Clethra fimbriata, Rosmarinus officinalis, IFN-y, TNF-c.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, denominada también tripanosomiasis americana, es
considerada como una afeccién sistémica y cronica causada por el patdégeno intracelular
y protozoo flagelado Trypanosoma cruzi. La enfermedad afecta una gran parte de la
poblacion con alrededor de 6 a 7 millones de personas infectadas en el mundo y con
una mortalidad de 12 mil al afio (World Healt Organization, 2016). En Colombia, la
prevalencia de la enfermedad para el afio 2014 estuvo entre 700 mil y 1 millén 200 mil
personas infectadas y se estima que hay alrededor de 8 millones de personas en riesgo
de adquirir la infeccion (Instituto Nacional de Salud, 2014). La enfermedad posee dos
fases clinicas: fase aguda y fase crénica. La fase crénica se clasifica en asintomatica y
sintomatica. Por la inespecificidad de los sintomas observada en la fase aguda, la
mayoria de los pacientes son diagnésticados en la fase crénica de la enfermedad. La
fase cronica asintomatica se caracteriza por tener una baja parasitemia y alrededor del
30 al 40% de los pacientes progresan a la fase sintomatica con alteraciones cardiacas o
digestivas (Rassi, et al., 2010). Aunque se desconocen los mecanismos inmunologicos
gue evitan la progresion a la fase cronica sintomatica, en los pacientes en fase cronica
con formas severas de la enfermedad se ha observado una pérdida progresiva de la
actividad funcional de los linfocitos T (LT) CD8* comparado con pacientes en fase
cronica con formas menos severas (Laucella, et al., 2004) (Mateus, et al., 2015) (Lasso,
et al., 2015).

En la actualidad, existen dos medicamentos nitroheterociclicos disponibles para el
tratamiento de la enfermedad de Chagas: Nifurtimox y Benznidazol. El tratamiento es
recomendado en pacientes con infecciébn aguda, pacientes con infeccion congénita y
ninos menores de 14 afios con infeccion cronica asintomatica (Urbina, 2010). Sin
embargo, el uso de estos medicamentos en la fase cronica de la enfermedad es
ampliamente debatido por los efectos adversos observados en los pacientes y porque
algunos estudios en modelos murinos y en humanos sugieren que el tratamiento evita la
progresion de la enfermedad y otros sugieren lo contrario (Garcia, et al., 2005) (Rassi,

et al., 2009) (Urbina, 2010) (Bern, 2015). De manera reciente, un estudio prospectivo,



multicéntrico y aleatorio en el que se incluyeron 2.854 pacientes con enfermedad de
Chagas en fase cronica sintomatica mostro que el tratamiento con Benznidazol reduce
la deteccion del parésito en sangre pero no el deterioro clinico de los pacientes (Morillo,
et al., 2015). De esta manera, es esencial la busqueda de nuevos compuestos para el
tratamiento de la enfermedad de Chagas o nuevos compuestos que eviten la progresion

en la fase cronica sintomatica.

Por otro lado, las especies vegetales han constituido una de las principales fuentes de
nuevos compuestos quimicos que pueden tener actividad anti-microbiana (Cowan,
1999). Se estima que Colombia cuenta con cerca del 10% de las especies vegetales del
mundo y alrededor de 5.000 de estas especies, se han asociado a usos medicinales,
otorgandole al pais una gran fuente de productos de origen vegetal para la busqueda de
compuestos que permitan el tratamiento y control enfermedades de origen infeccioso y
no infeccioso (Fonnegra & Jiménez, 2006) Adicionalmente, se ha demostrado que la
actividad terapéutica de los extractos obtenidos de especies vegetales, se debe en gran
parte a que sus compuestos incluyen metabolitos secundarios que le asignan un valor
agregado como compuesto terapéutico (Kayser, et al., 2003). Por ejemplo, se ha
encontrado que extractos obtenidos de especies vegetales, tienen capacidad
inmunomoduladora o la capacidad de modular la respuesta inmune, indicando un efecto
biolégico sobre la respuesta inmune humoral o celular de los seres humanos (Sanchez,
et al., 2002).

Asi, ademas de buscar alternativas terapéuticas para la enfermedad de Chagas resulta
interesante evaluar la actividad inmunomoduladora de extractos de especies vegetales
colombianas sobre células de individuos sanos, para que potencialmente puedan
funcionar como un coadyuvante frente a la infeccién por T. cruzi. Por esta razon se
plantea el siguiente interrogante de investigacion: ¢ Cudl es el efecto de los extractos de

especies vegetales colombianas sobre linfocitos T CD8* totales en individuos sanos?



2. MARCO TEORICO
2.1 Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana, es una enfermedad infecciosa
potencialmente mortal causada por el parasito protozoario Trypanosoma cruzi (World
Healt Organization, 2016). Fue descubierta por Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas en
1909. El Dr. Chagas, se encarg6 de describir el agente etioldgico, vectores, mecanismo
de infeccion, asi como las manifestaciones clinicas agudas del primer caso humano
reportado (Rassi, et al., 2012). Sin embargo, la enfermedad de Chagas es considerada
como una enfermedad mucho mas antigua, debido a que se ha registrado la presencia
de ADN de T. cruzi en momias precolombinas que existieron aproximadamente hace 9
mil afios en paises andinos (Aufderheide, et al., 2004). Aunque la infeccion es adquirida
principalmente por via vectorial, existen formas de infeccion adicional que han cobrado
importancia, como la infeccion por via oral y la infeccion congénita. Ademas, otras vias
de transmision se deben a transfusiones sanguineas, trasplantes de 6Organos y
accidentes de laboratorio.

2.2 Agente etiolégico

Trypanosoma cruzi es el agente causal de la enfermedad de Chagas en humanos, es
un protozoario del filo Euglenozoa, del orden Kinetoplastida y de la familia
Trypanosomatidae. Tiene un flagelo y su Unica mitocondria contiene el cinetoplasto, el
cual posee un ADN extranuclear correspondiente al genoma mitocondrial (Rassi, et al.,
2012).

Su ciclo de vida incluye dos hospederos, un vertebrado (mamifero) y un invertebrado
(insecto), conocido como triatomino hemato6fago, implicados en el ciclo de transmision
vectorial de la enfermedad (Elliot, et al., 2015). El parasito es ingerido por triatominos
cuando se alimentan de sangre de un mamifero infectado, como tripomastigotes
sanguineos. En el intestino medio del insecto, se transforman en epimastigotes, se
multiplican por fision binaria y en la region posterior del intestino del vector se diferencian
en la forma infectiva del hospedero vertebrado, tripomastigotes metaciclicos. Una vez el
insecto se alimenta de un mamifero, deposita en el sitio de picadura heces u orina que

contienen la forma infectiva del parasito. Estas formas metaciclicas, ingresan por



mucosas o la herida generada a partir de la picadura e infectan las células adyacentes
al sitio de entrada del paréasito. Dentro de las células, los parasitos se diferencian en
amastigotes y tras varias rondas de replicacion, se diferencian en tripomastigotes
sanguineos que son liberados al torrente sanguineo por la ruptura de las células. Estas
formas de tripomastigotes sanguineos pueden infectar otras células nucleadas e iniciar

nuevamente el ciclo de infeccion (Rassi, et al., 2010) (Tayler & Engman, 2001).

2.2.1 Fases de la enfermedad

La enfermedad de Chagas cursa con una fase aguda y una fase cronica. La fase aguda
de la enfermedad se caracteriza con una alta parasitemia y tiene una duracion de 4 a 8
semanas (Rassi, et al., 2012). En esta fase, los pacientes pueden o no presentar signos
y sintomas inespecificos que se resuelven de manera espontanea (Rassi, et al., 2010).
Los signos mas caracteristicos de la enfermedad son el chagoma que corresponde a un
nddulo en la piel o el signo de Romarfia que se presenta como un edema palpebral con
dolor prolongado (dependiendo de la puerta de entrada del parésito),
hepatoesplenomegalia y linfocitosis atipica. Los sintomas mas comunes son fiebre y
malestar general (Bern, 2015). Estos sintomas ocurren dentro de los 8 a 10 dias después
de la infeccibn y en caso de infeccion por transfusién sanguinea se desarrollan
aproximadamente de 20 a 40 dias (Rassi, et al., 2012). La gran mayoria de infecciones
en esta fase no se detecta de manera oportuna por la inespecificidad de los sintomas y
en menos del 1% de los pacientes se manifiesta de manera grave, considerandose
potencialmente mortal a causa de complicaciones como la meningoencefalitis o
miocarditis (Bern, 2015). Durante la fase aguda de la enfermedad, la respuesta inmune
mediada por la inmunidad celular y humoral del hospedero tiene la capacidad de

controlar la replicacion del parasito (Bern, 2015).

Una vez finalizada la fase aguda, los pacientes pasan a una fase cronica asintomatica o
indeterminada que puede llegar a durar toda la vida del paciente, sin alguna alteracién
clinica. Esta fase de la enfermedad se caracteriza por una baja parasitemia. Ademas, el
prondstico es bueno y la mortalidad en estos pacientes es baja. Posteriormente,
alrededor del 30 al 40% de los pacientes desarrollan la fase cronica sintoméatica o

determinada con manifestaciones cardiacas o digestivas (Rassi, et al., 2010). En



Colombia, la forma cardiaca es la mas comun y se ha asociado a la alta frecuencia de
un grupo genético denominado unidad discreta de tipificacion | (DTU 1) de T. cruzi (Diaz,
et al., 2011). En los pacientes con la forma cardiaca de la enfermedad, la falla cardiaca
es la manifestacion clinica mas comun acompafiada de arritmias, palpitaciones o
sincopes, los cuales pueden traer como consecuencia la muerte de los pacientes (Rassi,
et al., 2009) (Rassi & Marcondes de Rezende, 2010). En cambio, en los pacientes con
la forma digestiva de la enfermedad se observan alteraciones en la funcibn motora y
secretora del esofago y del tracto gastrointestinal y suelen ocasionar lesiones en el
sistema nervioso entérico, responsables de la patogénesis de los megasindromes de la

enfermedad de Chagas (Rassi & Marcondes de Rezende, 2010).

2.2.2 Epidemiologia

La enfermedad de Chagas es considerada una enfermedad tropical desatendida y es
histéricamente una enfermedad que se produce en zonas rurales de América Latina,
donde las condiciones de vivienda son precarias y promueven el contacto frecuente con
los vectores triatominos infectados (Rassi, et al., 2010). La epidemiologia de la
enfermedad esta en constante cambio, debido a que hay migracion de los individuos
infectados dentro y fuera de las zonas endémicas (Bern, 2015). Las zonas endémicas
de la enfermedad incluyen 21 paises de América Latina, abarcando desde México hasta
Argentina. Se estima que cerca de 6 a 7 millones de personas en todo el mundo estan
infectadas con el parasito, de las cuales cada afio mueren alrededor de 12 mil (World
Healt Organization, 2016). En Colombia, el Instituto Nacional de Salud (INS) report6 para
el aflo 2014, que la prevalencia de la enfermedad se estimaba entre 700 mil y 1 millén
200 mil habitantes infectados y aproximadamente, 8 millones de personas se

encontraban en riesgo de adquirir la infecciéon (Instituto Nacional de Salud, 2014).

Adicional a esto, aunque se han establecido incitativas de control para la enfermedad en
el cono sur y otras regiones de América Latina, la migracion de personas de areas
endémicas para la enfermedad a areas no endémicas en Europa y Estados Unidos, el
incremento de la epidemia del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), la falla en el
control del vector y la aparicion de especies de vectores resistentes a los insecticidas

han permitido la expansién de la enfermedad conllevando a un problema de salud



publica en todo el mundo (Bern, 2015). Ademas, como resultado de estos
comportamientos humanos y bioldgicos, la infeccion congénita y la transmision derivada
de trasplante de 6rganos en areas no endémicas ha aumentado (Mufoz, et al., 2007)
(Bern, et al., 2011).

2.2.3 Tratamiento

El tratamiento etiologico de la enfermedad de Chagas se basa en dos compuestos
nitroheterociclicos, Nifurtimox (5-nitrofurano) o Benznidazol (2-nitromidazol). El
tratamiento se recomienda en la fase aguda de la enfermedad con una eficacia cercana
al 95% y en infecciones congénitas donde se ha observado la cura parasitolégica en
alrededor del 60 al 80% de los pacientes (Urbina, 2015). En pacientes menores de 14
afos en la fase cronica asintomatica se ha encontrado una cura parasitoldgica en el 60
al 70% (Urbina, 2010). El tratamiento es obligatorio para todos los pacientes con
infeccibn aguda (transmitida por vectores, de manera oral o accidental), infeccion
congénita, infeccion reactivada por tratamiento inmunosupresor, coinfeccion con VIH y
en nifios hasta de 18 afos con infeccion cronica (Rassi, et al.,, 2012) (World Health
Organization, 2002).

El Benznidazol es un medicamento que al ser metabolizado por el parasito, genera
metabolitos potencialmente citotoxicos y mutagénicos para el parasito, reaccionando
con &cidos nucleicos y proteinas de T. cruzi (Hall & Wilkinson, 2012). Comparado con el
Nifurtimox, presenta menos efectos adversos y tiene bases cientificas mas amplias que
comprueban su eficacia, es considerado el tratamiento de primera linea (Bern, et al.,
2007). En los pacientes tratados con Benznidazol, los efectos adversos que se observan
con mayor frecuencia son las erupciones dermatolégicas como la dermatitis exfoliativas
severas 0 dermatitis acompafiadas de fiebre y linfoadenopatia, de forma menos
frecuente se puede presentar neuropatia periférica y supresién de la médula 6sea
(Pinazo, et al., 2010) (Tornheim, et al., 2013) (Bern, 2015).

El Nifurtimox es un medicamento con capacidad de inhibir la sintesis de acido piravico,
alterando el metabolismo de los carbohidratos en T. cruzi. Este medicamento posee
efectos secundarios gastrointestinales como anorexia, pérdida de peso, nauseas y

vomitos (Jackson, et al., 2010); efectos neurolégicos como irritabilidad, insomnio,



desorientacion y temblores; y los efectos secundarios menos comunes estan asociados
a parestesias, polineuropatias y neuritis periférica (Bern, 2015). De esta manera, la
principal consecuencia de los efectos adversos en el tratamiento de la enfermedad, es
el abandono o interrupcion del mismo en alrededor del 10 al 20% de los pacientes
(Urbina, 2015).

Por otra parte, el uso de estos medicamentos en la fase cronica de la enfermedad es
ampliamente debatido porque algunos estudios en modelos murinos y en humanos
sugieren que el tratamiento evita la progresion de la enfermedad y otros sugieren lo
contrario (Garcia, et al., 2005) (Rassi, et al., 2009) (Bern, 2015). Varios estudios clinicos
observacionales en humanos y en modelos murinos han demostrado que los pacientes
con enfermedad de Chagas en fase crénica sometidos al tratamiento etiolégico con
Benznidazol, tuvieron una reduccion significativa en la aparicion de cambios
electrocardiograficos y una reduccion del deterioro de su situacidén clinica (Viotti &
Vigilano, 2007) (Garcia, et al., 2005). Contrario a esto, otro estudio mas recientes
demuestra que en pacientes en fase cronica sintomatica o cardiomiopatia tratados con
Benznidazol y seguidos durante 5 afios, tienen una reduccién significativa de deteccion
del parasito en sangre, pero esto no evita la progresion en el deterioro cardiaco de los
pacientes (Morillo, et al.,, 2015). Aunque son varias las hipétesis que generan
controversia respecto al uso de estos medicamentos en la fase crénica de la
enfermedad, se ha sugerido que a los pacientes adultos que se encuentran en esta, se
les realice el tratamiento con estos medicamentos, pero con algunos criterios de
exclusién, como un limite de edad mayor a 50 afios y la presencia de cardiomiopatia
irreversible (Bern, 2015).

Teniendo en cuenta lo anterior, se ha suscitado la busqueda de mejores terapias y de
nuevas alternativas para el tratamiento de la enfermedad. Por ejemplo, se han evaluado
otros compuestos con blancos y mecanismos de accion diferentes como el posaconazol,
fluconazol e itraconazol, disponibles actualmente para el tratamiento de infecciones
fungicas, con resultados prometedores (Lepesheva, et al.,, 2007). No obstante estas
alternativas terapéuticas presentan dificultades relacionadas a su disponibilidad,

eficiencia y seguridad, por lo que se propone encontrar un medicamento con diferentes



compuestos que permitan evitar la progresion a la fase sintoméatica de la enfermedad o

permita eliminar el patégeno (Bermudez, et al., 2016).

2.3 Productos naturales

Los productos naturales son definidos como moléculas o sustancias quimicas
producidas por un organismo vivo. Por ejemplo, las plantas producen una gran
diversidad de compuestos organicos, denominados metabolitos primarios y metabolitos
secundarios. Los metabolitos primarios, son compuestos que cumplen funciones vitales
en las plantas como nucleétidos, aminoacidos, acidos organicos, entre otros (Croteau,
et al., 2000). Los metabolitos secundarios, son compuestos que aunque no cumplen
funciones vitales y su funcidon no estd completamente elucidada, se han asociado a
mecanismos de defensa, pigmentacion de las hojas y el sabor en las plantas (Sokovic ,
et al., 2013) (Bart & Pliz, 2011) (Cowan, 1999). De manera interesante, los productos
naturales derivados de especies vegetales se consideran una fuente inagotable de
moléculas activas en la busqueda y descubrimiento de nuevos farmacos. Ademas, en el
proceso de su desarrollo, existen farmacos que representan alternativas terapéuticas
eficaces cuyas estructuras han sido utilizadas tal como han sido aislados de su fuente

natural, denominados fitomedicamentos.

Por otra parte, los extractos naturales son preparaciones concentradas de origen
vegetal, obtenidas mediante la purificacion de los componentes activos o los
componentes de interés a través de diferentes técnicas de extraccion (Mongue, 2003).
El uso de productos naturales con fines medicinales se encuentra en todas las culturas
extintas y existentes sin ninguna excepcion, desde Babilonia y Egipto hasta
comunidades americanas (Pastor, 2012). Por esta razén, los productos naturales han
representado a través de estas comunidades, la base de la medicina tradicional que es
cada vez mas receptiva al uso de medicamentos derivados de plantas o
fitomedicamentos (Plaeger, 2003). El pilar para la fabricacion de medicamentos de
origen natural son los extractos que se obtienen de las partes de una planta y es la
disciplina cientifica conocida como etnobotanica o etnofarmacologia. El objetivo de
estudio de esta disciplina, es utilizar la gran variedad de conocimiento sobre las especies

vegetales que se ha construido por pueblos indigenas o pueblos tradicionales, para el



estudio y el consumo de plantas medicinales y la generacion de fitomedicamentos
(Gonzélez, 2013).

2.4 Los productos naturales en la enfermedad de Chagas

Las dificultades y limitaciones que existen en el tratamiento disponible para la
enfermedad de Chagas, han estimulado la busqueda de alternativas terapéuticas
basadas en productos naturales de origen vegetal. Durante los ultimos 15 afios, se han
evaluado cerca de 400 especies pertenecientes a mas de 100 familias de plantas, que
poseen actividad frente a T. cruzi (Izumi, et al., 2011). Estos estudios, han evaluado la
actividad tripanocida de las plantas teniendo en cuenta los estadios de vida del parésito,
asi como diferentes metodologias para la obtencidén de extractos de plantas. En la Tabla
1, se describen algunas especies de plantas con actividad tripanocida y su compuesto
asociado y la concentracion necesaria para inhibir el 50 o el 100% de viabilidad en los

estadios de vida del parasito.

Tabla 1. Especies de plantas evaluadas contra T. cruzi.

Especie Actividad contra T. cruzi
N Compuesto Subclase i _ . . -
(Familia) Epimastigotes  Tripomastigotes Amastigotes
] _ Eupomatenoi )
Piper regnellii de.3 Neolignano 26,3 pg/mLa NE NE
e_
(Piperaceae) 8 ug/mL? NE NE
Conocarpano
Arrabidea Acido
triplinervia Ursoélico 400 pg/mLP
(Bignoniaceae Acido Triterpeno 1600 pg/mLP
) Oleanico
Camellia ]
i . Epigalocateq 53x10-
sinensis ) NE NE
uina galato Flavano "uM/mLe¢
(Theaceae)
Garcinia
o . Garcilivina A
livingstonei NE NE 4 uM/mL¢

(Clusiaceae)

1-Benzopirano




Nectandra
megapotamica

(Lauraceae)

Aristolignina

) NE
Lignano

34.8 uM/mLe

NE

Syzggium
aromaticum

(Myrtaceae)

Eugenol

246 pg/mLb
Fenol

76 pg/mLb

NE

Dugeria
furfuracea

(Annonaceae)

Duguetina

) 9,32 uM/mLe¢
Alcaloide

NE

NE

Notgolaena
nivea
(Polypodiacea

e)

Acido
Isonotolaénic

(o]

. 50 pug/mLPb
Acido Ha

100 pg/mLP

NE

Anthemis
auriculata

(Asteraceae)

Antecotulide

Lactona
) ) NE
sesquiterpenica

NE

18,05 ug/mLP

Pterodon
pubescens

(Fabacea)

Geranilgerani

ol

12,5 pg/mLP
Diterpeno Ha

15,3 pg/mLP

2 pug/mLP

NE: Actividad no evaluada, 2Concentracion que inhibe el 50% de la viabilidad del estadio de vida del

parasito, PConcentracién que inhibe el 100% de la viabilidad del estadio de vida del parasito,

¢Concentracion capaz de causar la lisis o inhibir el 50% del crecimiento del estadio de vida del parésito.

Modificado de: (Izumi, et al., 2011)

De manera interesante, en otros estudios se ha evidenciado que algunos de los

compuestos que tienen actividad tripanocida (Tabla 1), tienen la capacidad de modular

la respuesta inmune. Por ejemplo, en un modelo animal usando ratas inmunizadas con

glébulos rojos de oveja, a las que se les administrdé por via oral aceites esenciales que

contenian terpenos, se encontr0 que estos animales aumentaban los titulos de

anticuerpos especificos contra antigenos presentes en los globulos rojos de oveja y

mejoraban la actividad fagocitica de los macrofagos comparado con las ratas

inmunizadas pero no alimentadas con aceites esenciales (Farhath, et al., 2013). Otro

ejemplo de esto, se describié en un modelo murino de infeccion por Mycobacterium

tuberculosis, en donde por via subcutanea se administré acido ursolico aislado de partes



aéreas de Chamaedora tepejilote y Lantana hispida, encontrandose que los ratones
tratados con este compuesto tenian menor numero de bacilos en el pulmén, asi como
mayores niveles de expresion de IFN-yy TNF-a en células obtenidas de los pulmones
de los ratones infectados comparado con ratones infectados pero no tratados (Jiménez,
et al., 2013).

2.5 Siparuna sessiliflora

2.5.1 Habitat

En Colombia, a la especie Siparuna sessiliflora se le conoce con el nombre comun de
limoncillo. Esta especie es nativa del trépico americano y se reporta en bosques
premontafiosos y humedos tropicales del norte de Sur América, que abarca paises
como: Colombia, Ecuador, Peru, Brasil, Bolivia y Venezuela. Esta especie es encontrada
en América del Sur a una altura entre 0 y 3.051 metros sobre el nivel del mar (msnm)
(Cardona Naranjo, et al., 2011).

2.5.2 Taxonomia

En la tabla 2, se presenta la descripcion general de la taxonomia de la planta.

Tabla 2. Clasificacion taxondmica de Siparuna sessiliflora

Nombre cientifico  Siparuna sessiliflora

Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Laurales
Familia Siparuneaceae
Género Siparuna

Tomado de: (Universidad Nacional, 2007)

2.5.3 Morfologia

Es un arbusto con una altura aproximada de 2 a 3,5 metros, con indumento corto que

da apariencia de textura aterciopelada, posee hojas simples, opuestas y de margen



dentado, las flores estan dispuestas en sombrilla y los frutos son bayas de apariencia
roja o rosada muy aromaticas que contienen de 8 a 10 semillas (Vigosa & Fonseca,
2013). En la figura 1, se evidencias las caracteristicas de las hojas y los frutos de S.

sessiliflora.

Tomado de: (Cardona Naranjo, et al., 2011)

Figura 1. Caracteristicas generales de S. sessiliflora. Se observan las hojas
caracteristicas de color verde y margen dentado, flores de color violaceo a crema que

se disponen en forma de sombrilla y las bayas de apariencia rosada.

2.5.4 Usos tradicionales y antecedentes

Especies de plantas del género Siparuna spp. han sido utilizadas como antiinflamatorios,
caracteristica atribuida por la presencia de compuestos alcaloides, terpenos,
flavonoides, entre otros (Negri, et al., 2012). En la medicina tradicional, las hojas de estas
plantas han sido utilizadas por sus propiedades analgésicas y cicatrizantes (Mahecha,
2010). En los neotrépicos se usa la infusion de las hojas y frutos de algunas especies
como remedio contra la cefalea, fiebre y afecciones psicoméaticas, asi como también se
ha evidenciado que los extractos de Siparuna spp. poseen actividad antipalludica
(Ordéinez Paola, et al., 2006). Sobre la especie S. conica y S. guianensis se han
realizado estudios relacionados con actividad antimicrobiana reportando una accion
bactericida sobre bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus y Bacillus



subtilis (Pino, et al., 2008). Adicionalmente, se ha demostrado que una fraccién de la
especie S. sessiliflora posee actividad antifingica contra especies de Aspergillus niger

con porcentajes superiores al 80% (Guevara, 2012).

2.6 Rosmarinus officinalis
2.6.1 Habitat

La especie Rosmarinus officinalis conocida con el nombre comun de romero, es
originaria del sur de Francia y otras regiones cerca al Mediterrdneo y es cultivada en
climas templados por sus cualidades arométicas y medicinales, se caracteriza ademas

por ser una excelente planta apicola (Fonnegra & Jiménez, 2006).
2.6.2 Taxonomia

En la tabla 3, se presenta la descripcion general de la clasificacion taxonémica de la
planta.

Tabla 3. Clasificacion taxondmica de R. officinalis

Nombre cientifico Rosmarinus officinalis

Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Género Rosmarinus

Tomado de: (Natural Resources Conservation Service, 2016)

2.6.3 Morfologia

Es un arbusto de hoja perenne, siempre verde, con una longitud de hasta 2 metros, es
muy ramificado y se caracteriza por su olor alcanforado, posee un tallo rectangular
lefioso, hojas rigidas con punta aguda, lineales y enrolladas sobre sus bordes con una
longitud de hasta 3 centimetros, de color verde oscuro por el haz y verde claro por el
envés; las flores suelen ser de color purpura a blanco, con estambres que sobresalen
predominantemente y se disponen en forma solitaria, sus frutos se componen de cuatro

ndculas secas (una sola semilla dividida en cuatro secciones) son brillantes y pardos



(Fonnegra & Jiménez, 2006) (Royal Botanic Gardens Kew, 2016). En la figura 2, se
evidencias las caracteristicas de las hojas y las flores de R. officinalis

Tomado de: (Royal Botanic Gardens Kew, 2016)

Figura 2. Caracteristicas generales de R. officinalis. Se observan las hojas
dispuestas a lo largo del tallo de manera ramificada, punta roma y color verde oscuro en
el haz (imagen superior), las flores de color purpura y blanco, con estambres

sobresalientes (imagen inferior)
2.6.4 Usos tradicionales y antecedentes

R. officinalis tiene usos tradicionales medicinales, cosméticos y culinarios. Dentro de sus
usos medicinales se ha reportado como antiespasmodico, empleandose por via oral
como infusién, pulverizada, asi como también por via tépica (Fonnegra & Jiménez,
2006). Los componentes quimicos de esta planta han sido ampliamente estudiados
desde décadas atras e incluyen flavonoides como el carnosol, acido carnésico y
rosmarinico y aceites volatiles (Okamura, et al., 1994) (Angelini, et al., 2003). De estos

compuestos, el acido carndsico y el carnosol poseen actividades farmacoldgicas, se ha



demostrado en modelos in vitro e in vivo que el carnosol tiene una fuerte actividad
antioxidante, efectos anti-mutagénicos y efectos antitumorales (Rababah, et al., 2004)
(Huang, et al., 1994). En modelos murinos, se ha demostrado que el extracto de hojas
de R. officinalis tiene actividad hipolipemiante, evidenciada a partir de la reduccién del
colesterol total en plasma de ratones tratados con extracto de hojas de romero por via
oral, asi como también se ha demostrado que el extracto acuoso de esta planta puede

aumentar el titulos de anticuerpos (Al Sheyab, et al., 2012).

2.7 Clethra fimbriata
2.7.1 Habitat

Las especie Clethra fimbriata conocida con el nombre comidn de azafrdn, manzano o
cacao de paramo se encuentra habitualmente en bosque hiumedo montafioso bajo y
bosque seco, en una altitud entre los 2.400 y 3.500 msnm (Catélogo de la Biodiversidad
de Colombia, 2008). En Colombia se encuentra en las cordilleras central y oriental
(Mahecha, et al., 2012).

2.7.2 Taxonomia

En la tabla 4, se presenta la descripcidon general de la clasificacion taxonémica de la

planta.

Tabla 4. Clasificacion taxondmica de C. fimbriata

Nombre cientifico Clethra fimbriata
Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Ericales
Familia Clethraceae
Género Clethra

Tomado de: (Catalogo de la Biodiversidad de Colombia, 2008)

2.7.3 Morfologia

Es un arbol que alcanza aproximadamente los 15 metros de altura, posee un tronco

cilindrico de 40 centimetros de diametro y se desprende en forma de escamas, posee



una copa grande y densa, sus hojas son simples de color verde oscuro por el haz y color
marron por el envés, de borde aserrado y con una longitud aproximada de 6 centimetros
por 3 centimetros de ancho; sus flores son de color crema, vellosas y se agrupan en
forma de racimos de 10 centimetros de largo, individualmente miden cerca de 8
milimetros de didmetro, sus frutos son capsulas circulares de color pardo y manchas
amarillas que contienen 3 semillas de forma eliptica y de color marron (Mahecha, et al.,
2012) (Catélogo de la Biodiversidad de Colombia, 2008). En la figura 3, se puede

evidenciar las caracteristicas de las hojas, corteza y flores de C. fimbriata.

Tomado de: (Plantas de Colombia, 2014) (Global Biodiversity Information Facility, 2016)

Figura 3. Caracteristicas generales de C. fimbriata. Se observa el color y la textura
caracteristica de las hojas (haz y envés). Las flores color crema o blanco, agrupadas en
forma de racimo a lo largo del tronco arboreo cilindrico de la planta son también

caracteristicas.

2.7.4 Usos tradicionales y antecedentes

Clethra fimbriata tiene usos industriales y medicinales, segun el Jardin Botanico José
Celestino Mutis de Bogota D.C. - Colombia, es una especie que se usa como adorno
debido a su follaje y estructura, su madera es utilizada en carpinteria y ebanisteria, sus
semillas son de alimentos para animales silvestres y medicinalmente su corteza
pulverizada sirve como febrifugo (Catalogo de la Biodiversidad de Colombia, 2008).

Aunque se han dilucidado los compuestos presentes en hojas y corteza de esta planta



como alcaloides, flavonoides, quinonas, taninos y fenoles, se desconoce cuales de estos

compuestos son los que le confieren a la planta su actividad febrifuga (Villareal, 2015).

2.8 Inmunomodulacién

La modulacion en el sistema inmune se le atribuye a cualquier cambio en la respuesta
inmune que puede involucrar induccién, expresion, amplificacion o inhibicion de
cualquier componente de la respuesta. De esta manera, un inmunomodulador
corresponde a una sustancia que tiene efecto sobre el sistema inmunoldgico, existen
dos tipos de sustancias inmunomoduladoras en funcién de sus efectos y se denotan

como inmunosupresores e inmunoestimuladores (Saroj, et al., 2012).

Las plantas y sus metabolitos primarios y secundarios han representado durante varias
décadas una fuente importante de compuestos inmunomoduladores novedosos que
actian sobre diferentes tipos de factores humorales y celulares del sistema inmune y
pueden ser especificos o inespecificos en su accion (Sanchez, et al., 2002). El interés
por las actividades inmunomoduladoras de compuestos aislados de plantas y hongos y
los primeros avances en inmunofarmacologia fueron revisados hacia el afio 1982. A
partir de este momento, se han publicado un gran nimero de trabajos que sugieren que
las plantas o sus componentes pueden ser importantes en el descubrimiento de nuevos
farmacos innovadores con actividad inmunomoduladora que evidencia mecanismos de

accién novedosos (Sanchez, et al., 2002).

Existe un gran namero de plantas medicinales que han sido descritas como potenciales
inmunomoduladores, gracias a la accion de sus constituyentes activos (Mukherjee, et
al., 2014). Por ejemplo, los frutos de la planta denominada Phyllanthus emblica (L.) de
la familia Euphorbiaceae, se han asociado a efectos inmunosupresivos en la
proliferacion linfocitaria (Sairam, et al., 2002); las flores y las hojas de Calendula
officinalis de la familia Asteraceae tienen la capacidad de inhibir la proliferacion de
células tumorales (Jiménez, et al., 2006); las partes aéreas de Urtica dioica de la familia
Urticaceae se han asociado a la reduccion de TNF-a y otras citocinas pro-inflamatorias
por inhibicion de factores de transcripcion (Akbay, et al., 2003); y recientemente, un
polisacarido de una planta comestible nativa de Perl, denominada Lepidium meyenii,

demostré tener efecto inmunomodulador promoviendo la activaciéon de macréfagos,



aumento de la capacidad fagocitica de los macréfagos y la produccion de 6xido nitrico
(NO), especies reactivas de oxigeno (ROS) y citocinas como TNF-a. e IL-13 (Wei, et al.,
2016).

2.9 Modulacién de linfocitos T CD8* por extractos naturales

Los linfocitos T (LT) CD8* clasicamente se han definido como leucocitos encargados de
eliminar células infectadas por patogenos intracelulares (Okoye, et al., 2015).
Inicialmente, estas células fueron nombradas como LT citotdxicos porque se estimaba
gue estaban principalmente involucrados en la muerte de células infectadas con virus y
células cancerosas, por su capacidad de matar células infectadas o transformadas. Sin
embargo, con el paso del tiempo se descubrié que ademas de su funcion citolitica, los
LT CD8" al igual que la poblacion de LT CD4* poseian la capacidad de secretar
citoquinas pro-inflamatorias como Interferon Gamma (IFN-y), Factor de Necrosis

Tumoral Alfa (TNF-a) e interleucina 2 (IL-2) (Khan, 2015) (Kristensen, et al., 2004).

Los productos naturales son portadores de numerosos compuestos, que pueden entre
otras cosas, conferirles actividad inmunomoduladora sobre varios componentes, tanto
de la respuesta inmune humoral como de la respuesta inmune celular. Sobre los LT
CD8* existen algunos reportes de compuestos de origen vegetal que pueden causar un
efecto inmunomodulador en estas células. Por ejemplo, extractos acuosos de plantas de
la familia Apiaceae comunmente conocidas como umbeliferas (zanahoria, apio, hinojo y
perejil) poseen compuestos como cumarinas, responsables de los efectos
inmunomoduladores sobre estos factores de la respuesta inmune: la isopimpinellina
exhibe un comportamiento inmunomodulador al estimular la activacion de los LT; y el
bergapteno y la xantotoxina provocan una elevada secrecion de IFN-y y aumento de la

proliferacion de los LT CD8* de individuos sanos, (Jaw-Ming, et al., 2008).



3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de extractos totales de Siparuna sessiliflora, Rosmarinus officinalis y
Clethra fimbriata en la produccion de citocinas por linfocitos T CD8* totales de individuos

sanos.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar la actividad citotdéxica entre los extractos totales de especies vegetales
colombianas sobre células mononucleares de sangre periférica de individuos sanos.
e Comparar la frecuencia de linfocitos T CD8" totales que producen IFN-y y TNF-a en

individuos sanos en presencia de extractos de especies vegetales colombianas.



4. METODOLOGIA

4.1 Individuos

Se incluyeron 9 individuos, 3 hombres y 6 mujeres, con edades comprendidas entre 20
y 32 afios, que de manera voluntaria accedieron a participar en el estudio. Se les aplico
una encuesta (Anexo 1) con el fin de asegurarse de que fueran individuos sanos, sin
ningun tipo de sintomatologia reciente, enfermedad de origen infeccioso o crénica

diagnosticada en los dltimos 12 meses.

4.2 Obtencion de células mononucleares de sangre periférica

A partir de sangre periférica anticoagulada con heparina de sodio (BD Vacutainer), se
obtuvieron células mononucleares de sangre periférica (CMSP) por el método de
gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque (GE Healthcare). Las células obtenidas fueron
contadas en camara de Neubauer por el método de exclusion de azul de Tripano. Las
CMSP de los individuos sanos incluidos en el presente trabajo se usaron para evaluar la
actividad citotdxica de los extractos y para evaluar la frecuencia de LT CD8™ productores

de citocinas.

4.3 Recoleccién y preparacion del material vegetal

Los extractos de hojas de las plantas fueron cedidos por el Grupo de Investigacion de
Fitoquimica de la Pontificia Universidad Javeriana. Brevemente, las hojas de la especie
S. sessiliflora fueron colectadas en el Sendero Ambiental Mogambo, ubicado en Viota
Cundinamarca, la recoleccion de la planta se realizé en colaboracién de los guias del
sendero, que optimizaron ademas la identificacion de la especie. Las hojas de la especie
R. officinalis se adquirieron en la plaza de Paloquemao Bogota D.C. - Colombia.
Finalmente, las hojas de la especie vegetal C. fimbriata fueron colectadas en el cerro
Manijui en el municipio de Cota — Cundinamarca. La determinacion taxonomica, se llevo
a cabo en el Herbario de la Pontificia Universidad Javeriana y se registré con nimero de
coleccién HPUJ: 028040. Los extractos se obtuvieron a partir de hojas secas de las tres
especies vegetales. Se trituraron por maceracion en frio con etanol al 95% y agitacion
durante dos semanas, se concentraron a presion reducida en un rotavaporador (BUCHI

R-114), se secaron en una estufa de vacio a 30°C y se pesaron. Finalmente, para los



ensayos de actividad citotoxica en las CMSP, los extractos se resuspendieron en DMSO

al 99,9% (Sigma-Aldrich) hasta su completa disolucion.

4.4 Evaluacion de la actividad citotoxica de extractos de especies vegetales
colombianas

Para evaluar la capacidad citotoxica de extractos de especies vegetales colombianas,
se realiz6 el ensayo colorimétrico que evalla la actividad metabdlica celular por método
de Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (Mosmann, 1983).
Inicialmente, 4 x 10° CMSP/pozo fueron cultivadas en microplacas de 96 pozos de fondo
redondo por 48 horas en oscuridad a 37°C y CO:2 al 5% con medio RPMI con rojo de
fenol (Eurobio) en presencia de los extractos de S. sessiliflora, R. officinalis y C. fimbriata,
a concentraciones de 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,62, 7,81, 3,90, 1,95, 0,48 y
0,97 ug/mL. Posterior al tiempo de incubacién, se determind la viabilidad celular por el
método de MTT, en donde las células se resuspendieron en medio RPMI sin rojo de
fenol (Eurobio) y con el reactivo de MTT a 1 mg/mL (Sigma-Aldrich). Se incubaron las
microplacas en oscuridad por 4 horas a 37°C y CO:2 al 5%. Se adicioné dimetilsulféxido
(DMSO) (Sigma-Aldrich) al 99,9% para disolver los cristales de formazan, se incubaron
en oscuridad por 20 minutos a 37°C y CO2 al 5%. Finalmente, se ley6 la absorbancia a
una longitud de onda de 540 nm en el lector de microplacas ELISA Labsystems Multiskan
(Thermo Scientific). En los ensayos se incluyeron los siguientes controles: control del
ruido de fondo (extracto y medio), control negativo (CMSP y medio), control positivo
(CMSP y Nifurtimox 170,5 uM/mL), control del vehiculo (CMSP y DMSO al 1%) y el
control de MTT (reactivo de MTT a 1 mg/mL y medio). Cada ensayo de MTT incluy6
triplicados y tres réplicas biologicas. Ademas, se seleccionaron los siguientes criterios
para la seleccion de los ensayos de MTT: viabilidad mayor al 90% en el control negativo,
viabilidad del 50% en el control positivo, tendencia entre el porcentaje de viabilidad y la
concentracion de los extractos (a menor concentracion del extracto, mayor viabilidad),
un coeficiente de determinacién de la recta o R? mayor o igual a 0,8 y un coeficiente de
variacion entre los triplicados experimentales de cada réplica biolégica menor al 20%
(Anexo 2,3,4) . Para el andlisis de resultados, se seleccionaron las réplicas biologicas

gue cumplian con al menos 4 de los 5 criterios.



4.5 Evaluacion de la produccion de citocinas intracelulares mediante citometria
de flujo

Los anticuerpos conjugados para el marcaje de moléculas de superficie y moléculas
intracelulares fueron titulados y evaluados de acuerdo a lo descrito previamente (Mateus,
et al., 2013). Para evaluar la frecuencia de LT CD8" productores de IFN-y y TNF-a, las
CMSP de 4 individuos sanos fueron cultivadas por 24 y 48 horas en presencia de los
extractos de S. sessiliflora, R. officinalis o C. fimbriata en placas de 24 pozos. Teniendo
en cuenta la concentracion necesaria para inhibir el 50% de la viabilidad (Clso) de las
CMSP de los individuos sanos, se seleccionaron 3 concentraciones de cada uno de los
extractos, correspondientes a 1/6, 1/12 y 1/24 de la concentracion inhibitoria 50 obtenida
inicialmente de la actividad citotoxica de cada uno de los extractos. En cada ensayo se
incluyeron los siguientes controles: control negativo (células y medio), control positivo
(células en presencia de la enterotoxina B de S. aureus (SEB) (Sigma-Aldrich) y control
del vehiculo (células y DMSO al 1%). Luego, en cada pozo se adicionaron los
anticuerpos monoclonales anti-CD28 y anti-CD49d. Posterior a una incubacién de 2
horas a 37°C con COzal 5%, se agrego Brefeldina A (BD Biosciences). Pasado el tiempo
de incubacion restante, las células fueron tefiidas con el marcador de viabilidad Fixable
Aqua Dead Cell Stain Viability (Invitrogen) por 20 minutos, en oscuridad a temperatura
ambiente. Después las células fueron marcadas con los anticuerpos conjugados anti-
CD3 vy anti-CD8 (Tabla 5) y se incubaron por 30 minutos a 4°C en oscuridad. Luego, las
células se lavaron con la solucion amortiguadora fosfato-alcalino para tincion (PBS 1X
con suero fetal bovino al 1%). Posteriormente, las células fueron fijadas y
permeabilizadas de acuerdo con las instrucciones del estuche comercial
Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) por 20 minutos a 4°C en oscuridad para luego
realizar el marcaje con los anticuerpos conjugados anti-IFN-y y anti-TNF-a (Tabla 5). Se
adquirieron al menos 50.000 eventos de la poblacion de células CD3*CD8* utilizando el
citometro de flujo FACS Aria llu. El andlisis de células que produjeron IFN-y y TNF-a se
realizO mediante el programa FlowJo 10.1 (Tree Star) y el analisis de la
multifuncionalidad se realiz6 a través del programa Pestle 1,7 (National Institutes of
Health, NIH) y el programa SPICE 5,3 (NIH).



Tabla 5. Anticuerpos monoclonales utilizados para evaluar la produccion de IFN-y y
TNF-a en LT CD8" de individuos sanos.

Conjugado Clon
CD3-Pacific Blue UCHT1
CD8-APC-H7 SK1

IFN-y-Alexa Fluor 700 B27
TNF-a-APC 6401.1111

4.6 Andlisis e interpretacién de datos

La concentracion minima inhibitoria 50 (Clso) de cada extracto, se obtuvo a través de
un analisis de regresion no lineal mediante una curva de dosis-respuesta con el
logaritmo en base 10 de cada concentracion. Para comparar dos grupos, los datos
fueron analizados utilizando la prueba de Mann-Whitney con una cola y con una
significancia de p<0,05. Los analisis se realizaron utilizando el

programa estadistico GraphPad Prism 6,0.



5. RESULTADOS

5.1 Actividad citotdéxica del extracto total de hojas de S. sessiliflora, de R.
officinalis y de C. fimbriata.

Teniendo en cuenta que el extracto total de hojas de S. sessiliflora, de R. officinalis y de
C. fimbriata fue diluido en DMSO, se evaluo si el vehiculo de dilucion de los extractos
tiene actividad citotoxica sobre las CMSP de individuos sanos. La viabilidad se determiné
de acuerdo a lo descrito en la metodologia. Las células se cultivaron con
concentraciones de DMSO al 4%, 2%, 1%, 0,5%, 0,25% y 0,125% por 48 horas. La
concentracion que inhibid el 50% de la viabilidad (Clso) de las CMSP con DMSO fue de
3,48% (Anexo 5). Posteriormente, se determind la Clso para las CMSP tratadas con
Nifurtimox, en donde las CMSP de individuos sanos fueron cultivadas en presencia de
diferentes concentraciones del medicamento (215 uM/mL, 107,5 uM/mL, 53,7 puM/mL,
26,8 uM/mL, 13,4 uM/mL y 6,7 uM/mL) por 48 horas, encontrandose una Clso de 170,5
uM/mL (Anexo 6).

Para la evaluacion de la actividad citotoxica del extracto total de S. sessiliflora a las 48
horas, se realizaron diluciones seriadas del extracto desde una concentracion inicial de
1.000,00 pug/mL hasta 0,98 ug/mL. La viabilidad se determin6 de acuerdo a lo descrito
en la metodologia. La Clso de las CMSP de individuos sanos con el extracto total de
hojas de S. sessiliflora, de R. officinalis y de C. fimbriata fue de 356,0 ng/mL, 110,1 ug/mL
y 412,3 ng/mL, respectivamente (Figura 4). Las réplicas biologicas de la actividad

citotoxica de cada extracto se muestran en los anexos 7, 8 y 9.
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Figu'a 4. Actividad citotoxica del extracto total de hojas de S. sessiliflora, de R.
officinalis y de C. Fimbriata en CMSP de individuos sanos. Porcentaje de viabilidad
de las CMSP tratadas con el extracto total de hojas de S. Sessiliflora (A), de R. officinalis
(B) y de C. fimbriata (C). Las columnas representan la media y la desviacion estandar
del promedio de las 3 réplicas biolégicas. DMSO 1%, control del vehiculo; CN, control

negativo; CP, control positivo.
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5.2 Frecuencia de linfocitos T CD8* estimulados con extractos de hojas de S.

sessiliflora, de R. officinalis y de C. fimbriata que producen IFN-y y TNF-a

Con el objetivo de evaluar los LT CD8* que producen IFN-y y TNF-a, las CMSP fueron
estimuladas por 24 y 48 horas con el extracto total de hojas de S. sessiliflora, de R.
officinalis y de C. fimbriata, como se describio en la metodologia. La Figura 5 muestra el
representativo de los graficos de contornos de la seleccién de los LT CD8* que producen
IFN-y 0 TNF-a..

Medio S. sessiliflora
59 3 ng/mL

o

7
j

SSC-A

DMSO 1% R. officinalis

29,6 ug/mL

ﬂ
7
j

SEB C. fimbriata
80,3 ug/mL

]

A 4
y

IFN-y TNF-a IFN-y TNF-a

Figura 5. Seleccion de LT CD8* que producen IFN-y o TNF-a. Grafica de contornos
representativa de la seleccién de LT CD8* productores de IFN-y o TNF-a, cultivados con
medio (control negativo), DMSO 1% (control del vehiculo), SEB (control positivo) y

extracto total de hojas de S. sessiliflora, de R. officinalis y de C. fimbriata.

Como se esperaba, se encontré una mayor frecuencia de LT CD8* que producen IFN-y
o TNF-a cuando las células fueron cultivadas con el estimulo policlonal (Figura 6 -7).

Tanto a las 24 horas como a las 48 horas, los LT CD8* estimulados con el extracto total

de hojas de S. sessiliflora o de C. fimbriata, tienen una mayor frecuencia de LT CD8*

gue producen IFN-y o TNF-a, comparado con las células cultivadas con medio y las



células cultivadas con DMSO al 1% (Figura 6-7). En contraste, no se observaron
diferencias cuando se comparo la frecuencia de LT CD8* que producen IFN-y o TNF-a

entre células estimulados con el extracto total de hojas de R. Officinalis, el control
negativo y el control del vehiculo.
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Figura 6. Frecuencia de linfocitos T CD8* que producen IFN-y estimulados con
extractos de especies vegetales colombianas. Frecuencia de LT CD8* que producen
IFN-y estimulados con extractos de especies vegetales colombianas por 24 horas (A) y
48 horas (B). Las columnas representan la mediana y los rangos de las frecuencias de
las células que producen IFN-y en 4 individuos sanos. El valor de p se calculé6 mediante

la prueba de Mann-Whitney (*p<0,05). SEB, Enterotoxina B de S. aureus; DMSO 1%,
Control del vehiculo.
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Figura 7. Frecuencia de linfocitos T CD8* que producen TNF-a estimulados con
extractos de especies vegetales colombianas. Frecuencia de LT CD8* que producen
TNF-a estimulados con extractos de especies vegetales colombianas por 24 horas (A)
y 48 horas (B). Las columnas representan la mediana y los rangos de las frecuencias de
las células que producen TNF-a en 4 individuos sanos. El valor de p se calcul6 mediante

la prueba de Mann-Whitney (*p<0,05). SEB, Enterotoxina B de S. aureus; DMSO 1%,
Control del vehiculo.

Posteriormente, se realiz6 el andlisis de la capacidad multifuncional de los LT CD8*
estimulados con los extractos de especies de plantas colombianas. Teniendo en cuenta
las diferencias observadas en la produccién individual de las citocinas, este analisis se
realizé con los resultados obtenidos cuando las CMSP fueron estimuladas con el
extracto total de S. sessiliflora o de C. fimbriata. Tanto para S. sessiliflora como para C.
fimbriata, se encontraron LT CD8* que producen IFN-y y TNF-a. Cuando se analizaron
las células que producen una sola citocina, a las 24 horas, se encontro que los LT CD8*

estimulados con el extracto de S. sessiliflora o de C. fimbriata tienen un predominio de



LT CD8* productores de TNF-a* comparado con lo observado con el estimulo policlonal,

donde se observa una igual proporcién de LT CD8* que producen 1 o 2 citocinas,

SEB
24 horas J

59,3 ug/mL 29,7 pg/mL 14,8 pg/mL 80,3 ug/mL 40,2 ug/mL 20,1 pg/mL

LTI LT
02299

IFN-y TNF-a." -
IFN-y TNF-o. -

IFN-y TNF-o."

48 horas

Figura 8. Proporcion de la actividad funcional de los linfocitos T CD8* estimulados
con extractos totales de hojas de S. Sessiliflora o C. Fimbriata. Tortas de los perfiles
funcionales de los LT CD8* estimulados por 24 y 48 horas con el extracto total de hojas
de S. sessiliflora y C. Fimbriata. Las células estimuladas con SEB corresponden al

control positivo.



6. DISCUSION

La enfermedad de Chagas, causada por el parasito intracelular T. cruzi, es un problema
de salud publica en el mundo. La mayoria de los pacientes son diagnosticados en la fase
cronica de la enfermedad, en donde el tratamiento disponible (Nifurtimox o Benznidazol)
no es efectivo. Por esto, es importante la busqueda de nuevos compuestos que permitan
evitar la progresion a la fase cronica sintoméatica de la enfermedad o eliminar el agente
causal para evitar el deterioro clinico en los pacientes sintomaticos. Nuestro grupo de
investigacion ha analizado la respuesta de los LT CD8* en pacientes en fase crénica con
diferentes grados de severidad de la enfermedad, encontrando que los pacientes con
las formas severas tienen una mayor frecuencia de LT CD8* monofuncionales
comparado con los pacientes con formas leves. Asi, nos encontramos en la busqueda
de compuestos que sean capaces de eliminar el patdégeno, asi como compuestos que
puedan modular la respuesta inmune como un coadyuvante en el tratamiento de la
enfermedad. En el presente trabajo se analiz6 el efecto de extractos de especies
vegetales colombianas en la produccion de citocinas por linfocitos T CD8* totales de

individuos sanos.

Nuestros hallazgos muestran que el extracto total de hojas de S. sessiliflora y de C.
fimbriata necesitan una mayor concentracion para inhibir el 50% de viabilidad en las
CMSP de individuos sanos comparado con lo observado en el extracto total de hojas de
R. officinalis. En contraste con lo observado en R. officinalis, se encontré que el extracto

de S. sessiliflora y de C. fimbriata inducen la produccion de citocinas como IFN-y y TNF-

o en LT CD8* y una proporcion de LT CD8* multifuncionales.

A la fecha, se han encontrado diferentes compuestos que podrian tener un efecto
tripanocida y se han obtenido a partir de especies vegetales. Aunque el objetivo del
presente trabajo no era evaluar la actividad tripanocida, trabajos de nuestro grupo de
investigacion han mostrado que el extracto total de hojas de S. sessiflora, de R. officinalis
y de C. fimbriata tienen actividad tripanocida (Datos no publicados). Nosotros buscamos
la concentracién necesaria para inhibir la viabilidad en el 50% de las CMSP de individuos
sanos. Existen reportes en la literatura que aunque no muestran el efecto citotoxico de

la especie de Siparuna evaluada en el presente trabajo, sugieren que para extractos del



mismo género (Siparuna) son necesarias altas concentraciones de los extractos para
inhibir la viabilidad usando otros modelos de células humanas. Por ejemplo, para la
especie S. guianensis se ha encontrado que el extracto etandlico de hojas es citotoxica
para una linea celular de cancer de mama (SKBR3) a una concentracion de 1000 pug/mL
con solo una inhibicién del 38% de la viabilidad celular durante 24 horas (Cesari, et al.,
2006). Cabe mencionar, que en extractos etanodlicos de S. sessiliflora se han encontrado
saponinas, las cuales han sido descritas como protectores celulares (Pérez, 2014). Las
saponinas son triterpenos o glucdsidos de alto peso molecular que constan de un azlucar
unido a un terpeno (Hoestettmann & Marston, 1995) y han sido asociadas como
protectores celulares porque son capaces de inhibir la activacion de las vias celulares

asociadas al estrés oxidativo (Jung, et al., 2016)

Al evaluar la actividad citotoxica del extracto total de hojas de R. officinalis, se encontro
una baja concentracion necesaria para inhibir el 50% de la viabilidad en las CMSP de
individuos sanos. Esta planta ha sido ampliamente estudiada en modelos de lineas
celulares tumorales humanas y se le han atribuido una gran cantidad de compuestos
derivadas de su extracto. Catteneo y colaboradores, determinaron que un extracto
hidroalcohdlico de R. officinalis es capaz de reducir de manera eficiente (dependiente de
dosis y de tiempo) la proliferacion de una linea celular de melanoma humano (A375),
caracterizada por ser altamente resistente a los agentes citotoxicos, sugiriendo que la
totalidad de los compuestos del extracto induce una reduccion significativa de los niveles
de proteinas que es esencial para el mantenimiento de la homeostasis celular, por lo
gue podria inducir estrés celular (Catteneo, et al., 2015). El acido carndsico, uno de los
compuestos responsables de este tipo de actividad, ha demostrado tener efecto sobre
diferentes lineas celulares tumorales humanas con una Clso que oscilan entre 12,50 y
47,55 pg/mL (Yesil-Celiktas, et al., 2010). El carnosol, es otro de los compuestos
aislados del extracto de esta planta que ha demostrado también tener una potente
actividad en la inhibicion de la fase S del ciclo celular de una linea de adenocarcinoma
colorrectal epitelial humano (CACO-2) (Visaniji, et al., 2006). Coherente con nuestros
resultados, los antecedentes reportados de la actividad biologica de esta especie vegetal
demuestran que los componentes presentes en los extractos totales de la planta tienen

una potente actividad citotéxica.



En el presente trabajo, el extracto total de hojas de C. fimbriata exhibié el mayor valor
de Clso sobre las CMSP de individuos sanos. En la literatura cientifica, no se ha reportado
la actividad citotoxica de extractos obtenidos a partir de la especie C. fimbriata sobre
CMSP o lineas celulares, sin embargo, se han dilucidado algunos compuestos del
extracto etandlico de esta planta obtenido a partir de hojas, entre los que se incluyen las
saponinas (Villareal, 2015). Asi, como se menciond anteriormente, estos compuestos
tienen un importante papel protector en las células. Adicionalmente, este papel protector
podria deberse a la interaccion de las saponinas con otros compuestos encontrados en
esta especie de planta, como lo son: los flavonoides, los alcaloides, los taninos y los
fenoles (Villareal, 2015).

Los productos naturales derivados de especies vegetales son portadores de un gran
niamero de compuestos que tienen efectos inmunomoduladores con actividad
estimuladora o supresora sobre algin componente de la respuesta inmune (Sanchez, et
al., 2002). Los resultados de nuestro modelo in vitro indican que el extracto total de hojas
de S. sessiliflora y de C. fimbriata tienen un efecto inmunoestimulador en la produccién
de IFN-y y TNF-a sobre LT CD8* de individuos sanos comparado con lo observado con

el extracto de R. officinalis.

En un modelo murino, se evalud el efecto estimulador de una cetona que ha sido
encontrada en hojas y frutos de la especie S. guianensis, denominada 3-undecanona y
de su derivado 3-undecanol (Fischer, et al., 2005), encontrandose que los ratones que
habian inhalado el derivado 3-undecanol tenian mayores niveles de anticuerpos en
sangre luego de 3 dias de inhalacion comparado con los ratones no tratados (Gibka, et
al., 2008). Lo cual nos sugiere, que por proximidad taxonémica, algunos componentes
de los extractos de hojas de S. guianensis que en otros modelos han mostrado tener un
efecto modulador de la respuesta inmune, podrian compartirse en especies del mismo
genero de plantas y estar relacionados con lo observado en el presente trabajo. Aunque
de manera especifica no se han estudiado los efectos inmunomoduladores de los
compuestos fitoquimicos de los extractos de hojas de S. sessiflora y de C. fimbriata, se
conoce que algunos de estos compuestos como flavonoides, fenoles, cetonas y

terpenos, que comunmente se encuentran en otras especies vegetales (Yadav &



Agarwala, 2011) poseen actividad inmunomoduladora (Pérez, 2014) (Villareal, 2015).
Por ejemplo, se ha demostrado que estos compuestos obtenidos de especies de
Plantago spp poseen la capacidad de inducir la proliferacion y la secrecion de IFN-y en
CMSP de individuos sanos in vitro (Chiang, et al., 2003). Cherng y colaboradores, han
encontrado que compuestos flavonoides y cumarinas, estimulan la secrecion de IFN-y
en LT CD8*, asi como promueven la activacion de los linfocitos in vitro (Cherng, et al.,
2007). Otro compuesto, que se ha asociado a su 6ptima capacidad imunopotenciadora,
es el triterpeno denominado saponina, que ha sido encontrado en especies de Siparuna
spp y en C. fimbriata, en el que se ha demostrado que es capaz de aumentar los niveles
de anticuerpos e inducir la produccion de citocinas en los LT CD8* (Rajput, et al., 2007).
Aungue se desconocen los metabolitos presentes en los extractos de especies vegetales
gue se analizaron en el presente trabajo, es importante mencionar que no podemos
asumir que un compuesto con actividad biolégica reportada en otras especies de
plantas, este involucrada en la actividad inmunomoduladora observada en el presente
trabajo. Si bien, muchas plantas comparten el mismo tipo de metabolitos secundarios,
es posible que entre especies haya modificaciones de estos metabolitos que pueden
atribuirle a la planta diferentes efectos bioldgicos (Quiadeae, et al., 2011) (Kumar &
Pandey, 2013)

En nuestras condiciones experimentales, se encontr6 que el extracto de R. officinalis no
induce la produccion de IFN-y y TNF-a. comparado con S. sessiliflora y C. fimbriata.
Gridemann y colaboradores, encontraron que el extracto acuoso de R. officinalis puede
inhibir la maduracion células dendriticas y la secrecion de IL-12 (Gridemann, et al.,
2015). Estos resultados sugieren que probablemente componentes de este extracto
podrian tener un efecto inmunosupresor y seria interesante identificar los metabolitos

gue tienen la capacidad inmunosupresora observada.

Aunque hay poca informacioén de los mecanismos por los que un compuesto vegetal
puede inducir la produccion o secrecion de citocinas como IFN-y o TNF-a, se ha descrito
la forma en la que un compuesto aislado de especies del género Phyllanthus spp,
denominada filantusmina C induce la produccion de IFN-y en células asesinas naturales

(del inglés, Natural Killer o NK). La filantusmina C, es una molécula pequeiia de tipo



lignano, esta molécula es capaz de inducir la produccion de IFN-y en células NK
mediante la activacion de la via de sefalizacion de los receptores tipo Toll (del inglés,
Toll-Like Receptor o TLR) 1 o TLR6, que a su vez activa la subunidad p65 del complejo
proteico conocido como Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa (NF-
kB), el cual se une al promotor IFNG en las células NK e induce la produccion de IFN-y
(Deng, et al.,, 2014). Este estudio sugiere que probablemente este sea uno de los
mecanismos que pueden estar involucrados en la induccién de la produccion de IFN-y y
TNF-a en linfocitos T CD8* en nuestras condiciones experimentales, debido a que se
conoce que la secrecion de citocinas como IFN-y y TNF-a son controladas a nivel

transcripcional por NF-xB (Takeda & Akira, 2005) (lwasaki & Medzhitov, 2004).

En resumen, los valores de la concentracion que inhibe el 50% de la viabilidad de las
CMSP de individuos sanos para los extractos de S. sessiliflora y C. fimbriata, ademas
del hallazgo de sus efectos inmunomoduladores y la evidencia de que ambos son
capaces de estimular la produccion de citocinas como IFN-y* y TNF-a* en LT CD8*, nos
sugieren que existen extractos de especies vegetales colombianas con actividad
inmunomoduladora que inducen la activacion de células de la respuesta inmune, como
lo son los LT CD8*. Teniendo en cuenta estos hallazgos, el panorama para encontrar
compuestos activos que tengan actividad tripanocida y modulen la respuesta inmune,
nos muestran un largo camino por recorrer en la basqueda e identificacion de estos
compuestos y los mecanismos de accion tripanocida e inmunomoduladora para el

tratamiento de pacientes con enfermedad de Chagas en fase cronica.



7. CONCLUSION

El extracto total de hojas de S. sessiliflora y de C. fimbriata inducen la produccion de

IFN-y y de TNF-qa, asi como de LT CD8* multifuncionales luego de 24 y 48 horas de
estimulo.



8. RECOMENDACIONES

Para futuros estudios, se deben dilucidar las fracciones o compuestos responsables de
la actividad inmunomoduladora de los extractos totales obtenidos de hojas de S.
sessiliflora y C. fimbriata sobre LT CD8* especificos de T. cruzi, asi como la evaluacion
de la capacidad citotoxica de las fracciones sobre las células de individuos sanos o
pacientes con enfermedad de Chagas.
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11.ANEXOS

Anexo 1. Encuesta de inclusion de individuos sanos.

) Cédigo
Mot FORMATO DE DATOS DDDD

INCLUSION DE INDIVIDUOS Y Fecha: [ | ]I
MONTAJE EXPERIMENTAL D M A

PROYECTO: Efecto de los Extractos Totales de Siparuna sessiliflora,
Rosmarinus officinalis y Clethra fimbriata sobre Linfocitos T CD8" de Individuos
Sanos

*Como requisito para optar al titulo de Bacteridloga
ESTUDIANTE: Maria Fernanda Suta Velasquez
INFORMACION GENERAL

Nombres: Apellidos:

Documento de identificacion: Fecha de nacimiento:
Edad: Sexo:

Teléfono: Lugar de nacimiento:

Lugar de procedencia:

ANTECEDENTES
¢, Ha estado en contacto con el pito? Antecedentes en la familia de enfermedad

Si No NS/NR de Chagas
[ [ [ Si [] No NS/NR [ ]

¢ Ha recibido transfusiones? ¢En su infancia su vivienda estaba
construida de?
Si [[JNo [JNSNR [7]
¢ Su vivienda actual esta construida de? ¢ Tiempo de exposicion a la infeccion?
¢Alguna enfermedad infecciosa aguda o ¢Enfermedad crénica diagnosticada?

cronica diagnosticada recientemente?

Si [[JNo [[JNSINR [] Si[] No[ ] NSINR[]




INCLUSION AL ESTUDIO

¢éIncluido? Fecha de ingreso al estudio

Si[] No[] DIL]DEDL]

MONTAJE EXPERIMENTAL

Objetivo 1

Muestra utilizada para extracto de:

ss[JRrRo[ ] cf[ lcp[]

Fecha

[[I)I:I DMDQD

Objetivo 2

Muestra utilizada para extracto de:
ss[ ] rRo[ ] cf[]

Fecha

[[I)I:I DMDQD




Anexo 2. Coeficiente de variacion de graficas representativas de la actividad
citotoxica del extracto total de hojas de S. sessiliflora. A. Gréafica representativa de
coeficiente de variacion total de 3 réplicas bioldgicas y B. Coeficiente de variacion por
réplica bioldgica.
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Anexo 3. Coeficiente de variacion de la actividad citotoéxica del extracto total de
hojas de R. officinalis. A. Grafica representativa de coeficiente de variacion total de 3
réplicas biolégicas y B. Coeficiente de variacion por réplica bioldgica.
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Anexo 4. Coeficiente de variacion de la actividad citotoxica del extracto total de
hojas de C. fimbriata. A. Grafica representativa de coeficiente de variacion total de 3
réplicas bioldgicas. B. Coeficiente de variacion por réplica biologica.
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Anexo 5. Actividad citotéxica del DMSO sobre CMSP. Réplicas biolégicas de la
estandarizacion del control del vehiculo en CMSP con DMSO a diferentes
concentraciones. A. Réplica biologica 1, B. Réplica biolégica 2, C. Promedio de dos

réplicas bioldgicas. Las columnas representan la media con desviacion estandar (DS).
CN, Control negativo.
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Anexo 6. Actividad citotéxica del Nifurtimox sobre CMSP. Réplicas biolégicas de la
estandarizacion del control positivo usando Nifurtimox con CMSP a diferentes
concentraciones. A. Réplica bioldgica 1, B. Réplica biolégica 2, C. Réplica bioldgica 3,

D. Promedio de tres réplicas biologicas. Las columnas representan la media con
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desviacion estandar (DS). CN, Control negativo.
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Anexo 7. Réplicas bioldgicas de la actividad citotdéxica de extracto total de hojas

de S. sessiliflora. A. Réplica bioldgica 1, B. Réplica biologica 2, C. Réplica bioldgica 3.

Las columnas representan la media con desviacion estandar (DS). CN, Control negativo;

CP, Control positivo.
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Anexo 8. Réplicas bioldgicas de la actividad citotoxica de extracto total de hojas
de R. officinalis. A. Réplica biologica 1, B. Réplica biologica 2, C. Réplica biologica 3.
Las columnas representan la media con desviacion estandar (DS). CN, Control negativo;
CP, Control positivo.
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Anexo 9. Réplicas bioldgicas de la actividad citotdéxica de extracto total de hojas

de C. fimbriata. A. Réplica biologica 1, B. Réplica biolégica 2, C. Réplica biologica 3,

Las columnas representan la media con desviacion estandar (DS). CN, Control negativo;

CP, Control positivo.
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La enfermedad de Chagas es una afeccion sistémica y cronica causada por el protozoo flagelado
Trypanosoma cruzi, que afecta gran parte de la poblacion mundial. Aunque se desconocen las
causas que evitan la progresion a la fase cronica, se ha asociado con la progresion a las formas
severas de la enfermedad, la pérdida progresiva de la multifuncionalidad de los linfocitos T (LT)
CD8*. Existen dos medicamentos disponibles para el tratamiento de la enfermedad: Nifurtimox y
Benznidazol. Sin embargo, el tratamiento no es bien tolerado por multiples efectos adversos y el
uso del tratamiento en la fase crénica de la enfermedad es controversial. Por lo tanto, es importante,
buscar tratamientos alternativos que permitan evitar la progresion a la fase cronica sintomatica o
que eliminen el parasito. Colombia cuenta con alrededor del 10% de las especies vegetales del
mundo, que representan una fuente de abundantes compuestos con actividades terapéuticas. Asi,
es importante la basqueda de compuestos que permitan el tratamiento etiologico de los pacientes,
asi como compuestos que puedan modular la respuesta inmune como coadyuvante en el
tratamiento de la enfermedad. Se analizo el efecto de extractos de especies vegetales colombianas
en la produccion de citocinas por linfocitos T CD8" totales de individuos sanos. Encontrandose,
que los extractos de hojas de S. sessiliflora y de C. fimbriata inducen la produccién de IFN-y
TNF-oen LT CD8" de individuos sanos. Estos hallazgos sugieren que existen especies de plantas
\vegetales colombianas con capacidad inmunoestimuladora y con potencial para ser usadas en la
busqueda de compuestos con actividad tripanocida.

Chagas disease is a chronic systemic disease caused by the flagellate protozoan Trypanosoma
cruzi, which affects much of the world's population. Although the causes that prevent progression
to chronic phase are unknown, it has been associated with progression to severe forms of the
disease, the progressive loss of multifunctionality of the T (LT) CD8" lymphocytes. There are two
drugs available to treat the disease: Nifurtimox and Benznidazole. However, treatment is not well
tolerated by multiple side effects and use of treatment in the chronic phase of the disease is
controversial. Therefore, it is important to seek alternative treatments to prevent progression to
symptomatic chronic phase or to eliminate the parasite. Colombia has about 10% of plant species
worldwide, which represent a rich source of compounds with therapeutic activities. Thus, it is
important to the search for compounds that allow etiological treatment of patients as well as
compounds that can modulate the immune response as an adjunct in the treatment of disease. the
effect of extracts of Colombian plant species in total cytokine production by healthy individuals
CD8* T cells was analyzed. Finding that leaf extracts of S. C. fimbriata sessiliflora and induce the
production of IFN-y and TNF-a. in LT CD8" healthy individuals. These findings suggest that there
are species of Colombian vegetable plants with immunostimulatory capacity and potential to be
used in the search for compounds with trypanocidal activity.
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