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Resumen

Es mediante cromatografia en capa fina (TLC) como se hace la identificacion de
flavonoides, saponinas y terpenoides en los extractos etanodlicos de la hoja, céscara y
semilla del fruto del aguacate (Persea americana), las concentraciones de los flavonoides
variaron de acuerdo a la parte del arbol analizada, 1a mayor concentracion se encontrd en
las partes aéreas de la planta tales como hoja y céscara. La inhibicion del crecimiento de
Leishmania mexicana, se presentd en los tres extractos a concentraciones diferentes, la
minima concentracion que produjo inhibicion en el crecimiento parasitario de los extractos

de hoja y cascara fue de 250 pg'mL-1, y el extracto de semilla a 500 pg-mL-1.




CAPITULO 1
I.1 Introduccion

La leishmaniasis es una enfermedad causada por especies de protozoarios
hemoflagelados del género Leishmania. Los reservorios de la enfermedad son el ser
humano asi como otros mamiferos tales como perros, roedores, marsupiales, etc. Los
vectores son mosquitos que pertenecen al género Lutzomyia y Phlebotomus’.

Desde el punto de vista clinico la leishmaniasis comprende tres manifestaciones
claramente distintas: infeccion visceral generalizada (leishmaniasis visceral o “Kala-azar™),
leishmaniasis cutanea y leishmaniasis mucocutanea (ulceracion de la piel e hiper-desarrollo
de las membranas mucosas'). La alternativa mas efectiva para su control es el manejo de
los casos infectados, asi como los reservorios a pesar de su costo y efectividad”.

El pilar del tratamiento para la leishmaniasis se basa en antimoniales pentavalentes,
los cuales han sido utilizados por mas de 50 afios. Estos medicamentos presentan alto rango
de fallo y recaidas, particularmente en el tratamiento de pacientes coinfectados con VIH.
Reportes clinicos indican que una alta proporcion de casos se estan volviendo resistentes a
la quimioterapia’. Aunque los antimoniales pentavalentes continian siendo la primera linea
de accion entre los medicamentos empleados para el tratamiento de la leishmaniosis, los
efectos secundarios también se hacen presentes tales como artralgia, fatiga, malestar
gastrointestinal, elevacion de la amilasa, lipasa, y enzimas hepaticas, leucopenia, anemia y
anormalidades electrocardiograficas’.

De acuerdo a los datos reportados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
la leishmaniasis es una de las enfermedades tropicales mas desatendidas, si se tiene en
cuenta que existen pocos medios de lucha contra ella y no hay criterios claros para definir
métodos de control. La leishmaniasis es endémica en 88 paises del mundo y se considera
que 350 millones de personas corren riesgo de contraer esta enfermedad. Segin las
estimaciones, hay 14 millones de personas infectadas y cada afio se registran
aproximadamente dos millones de nuevos casos. Esta enfermedad contribuye
considerablemente a incrementar la pobreza porque su tratamiento es caro y, por lo tanto,

resulta inasequible o impone una carga econdmica sustancial, incluida la pérdida de

salarios’.



En Latinoamérica las enfermedades tropicales ocupan el cuarto lugar entre las
enfermedades transmisibles, estando por debajo de las enfermedades respiratorias agudas,
enfermedades diarreicas y del SIDA. Representando una pérdida econdémica para los paises
endémicos equivalente a 6.5 billones de délares al afio”.

La leishmaniasis es una enfermedad endémica en el estado de Chiapas, pero carece
de un reconocimiento pleno como problema de salud por parte de las autoridades sanitarias,
ya que no existe seguimiento de un programa epidemiolégico por lo que no es posible
definir sus alcances en términos econdmicos y humanos.

En la medicina tradicional de la region del Soconusco la infusiéon de las hojas del
arbol y de la semilla del fruto del aguacate (Persea americana), es empleada como
tratamiento antimicrobiano, antiparasitario, antiinflamatorio, antiasmaético, antitusigeno,
antipirético, también es empleado en el tratamiento de enfermedades renales, hepaticas,
diabetes y en el tratamiento de célicos menstruales®.

Segun los datos del Natural Products Alert (NAPRALERT, 2007), la planta del
aguacate contiene diversos compuestos de interés tales como alcaloides, saponinas,
flavonoides, esteroides, carbohidratos, acidos grasos y aceites esenciales’. En estudios
preliminares Staat y col®. reportaron el aislamiento de una sustancia activa, la toxina
persina, con propiedades antifingicas y anticancerigenas. En éste arbol también se encontro
a la aglutinina (PAA), proteina con propiedades antimicrobianas contra Streptococcus
mutans’, Staphylococcus aureus'’, Pseudomona aureginosa’’, E. coli'* y Legionella
pneumophilla”. Ademas, se han reportado propiedades antioxidativas en tejido hepatico
dafiado'* y como terapia alternativa en el control de la diabetes mellitus'.

En el presente trabajo se evaluaron las propiedades antiprotozoarias de extractos
etandlicos de las hojas del arbol, de la cascara y semilla del fruto del aguacate proveniente

de la region centro del estado de Chiapas, sobre cultivos in vitro de Leishmania mexicana.



1.2 Antecedentes
1.2.1 Leishmaniasis
I.2.1.1 Historia, Epidemiologia y Salud Publica

La leishmaniasis es una enfermedad infecciosa que puede llegar a ser letal y es
producida por un protozoario perteneciente al género Leishmania; su forma de presentacién
comprende un complejo de sindromes clinicos que se manifiestan por la presencia de
lesiones cutdneas, mucocutaneas o viscerales, dependiendo de las caracteristicas propias del
parasito y de la respuesta inmunitaria del hospedero'’. Padecimiento que data de los afios
1500 y 1600 de la era cristiana, los incas en su legado cultural lo representan mediante la
creacion de figuras humanas con rostros deformes, entonces conocida como la enfermedad
de los Andes; en 1885 y 1898, D. Cunningham y Peter Borovsky, respectivamente
observan los parasitos, pero es hasta 1901 cuando William Leishman identifica los
microorganismos en una biopsia esplénica de un paciente muerto a causa de “fiebre dum-
dum”; en 1903 Charles Donovan identifica al microorganismo como una entidad diferente
del tripanosoma y es Ross quien vincula el padecimiento kal-azar o fiebre negra,
actualmente conocida como leishmaniasis, con el parasito a quien adjudicé el nombre de
Leishmania donovani. En México, la leishmaniosis cutanea (LC) fue descrita por vez
primera en 1912 en la peninsula de Yucatan por Seidelin, quien la denominé "ilcera de
los chicleros" debido a que afectaba a hombres que laboraban en regiones selvaticas, en la
cosecha de la goma del arbol del chicozapote, del cual se producia el chicle *2*.

La incidencia mundial de leishmniasis es de 2 millones de casos anuales, de los
cuales 1.5 millones se presentan en la forma clinica de LC y 500 mil en la forma visceral
(LV) y se estima que méas de 12 millones de personas padecen la enfermedad; 88 paises la
reportan como enfermedad endémica, de los cuales 72 estan en vias de desarrollo; atn asi
se considera que hay una subestimacion de los datos debido a factores como diagnéstico
pasivo, pacientes asintomaticos y porque unicamente 32 de los 88 paises elaboran un
reporte epidémico de la enfermedad®. Este padecimiento que presenta principalmente en
regiones tropicales y subtropicales, tales como Brasil, Bangladesh, India y Sudan'® (Figura
1). Dentro del panorama epidemioldgico, reflejo de las caracteristicas sociales de la
enfermedad, se ecnuentran las migraciones humanas masivas en paises con problemas

politicos y sociales, asentamientos poblacionales en regiones cercanas al nicho ecoldgico



del vector transmisor de la enfermedad, pobreza como un factor que propicia de falta de
servicios urbanos y de desnutricion por ende una inmunodepresion que es un factor
bioldgico determinante para el desarrollo de la enfermedad, ademas, el problema se agudiza
debido a la falta de control de la pandemia VIH-SIDA, pacientes en quienes la incidencia y

la agresividad de la enfermedad es mayor.

B Arcas endémicas

Figura 1. Mapa de la distribucion mundial de leishmaniosis cutinea. OMS 2005.

La enfermedad se torna preocupante debido al marco en que se presenta la
problematica ambiental que adolece el planeta, por un lado la deforestacion por la
expansion de campos de cultivo con la consecuente invasion del nicho ecolégico del vector;
por otro lado, los consecuentes cambios climéaticos, causantes del aumento en la
precipitacion pluvial y caudal de los rios, el establecimiento de sistemas de riego o presas
en areas endémicas, también transforman el ecosistema aumentando las zonas himedas
favorecedoras del ciclo vital del vector 2.

Un ejemplo de lo anterior es lo que sucede en Tabasco, México, area endémica en la
que la enfermedad se encuentra asociada a la actividad econémica de la poblacion, ya que
el desecho de las cascaras de cacao, ricas en nutrientes organicos, favorece el desarrollo de

larvas de Lutzomyia, vector de la enfermedad’’.



Actualmente, este padecimiento ya no es exclusivo de zonas rurales sino también
propio de zonas urbanas, debido a la transicion epidemiologica de la enfermedad en el
suroeste de Europa por el empleo de drogas intravenosas entre pacientes coinfectados de
lesihamniasis visceral con VIH, haciéndola altamente transmisible entre la poblacion
susceptible y produciendo brotes epidémicos en zonas donde se presentaban casos aislados
(Figura 1) *.

En el Continente Americano se ha reportado la presencia de leishmaniasis desde el
sur de los Estados Unidos hasta el norte de la Argentina®. En México la Secretaria de
Salud realiza la identificacion de la enfermedad de manera vertical mediante la busqueda
intencionada de personas infectadas en areas endémicas, mas no es de notificacion
obligatoria, por lo que existe un subregistro nacional. Segun los datos reportados se estima
que anualmente se presentan 400 nuevos casos de leishmaniasis, también se ha informado
casos de LV, primordialmente en nifios entre uno y cuatro afos de edad,
predominantemente de sexo masculino, infectados por Leishmania (L.) chagasi’’. La
enfermedad afecta fundamentalmente a la region suroeste del pais siendo los estados de
Oaxaca, Veracruz, Chiapas, Campeche y Yucatan los mas afectados, aunque estados como
Coabhuila, Jalisco, Nayarit, Nuevo Ledn, Tamaulipas y Quintana Roo también la han
referido””.

En Chiapas el 92.8% de los casos reportados se presentan en la forma clinica de
leishmaniasis cutdnea localizada y afecta a la region norte y selva del estado, siendo los
municipios de Ixcomitan, Pichucalco, Juarez, Maravilla, Tenejapa e Independencia los mas
afectados, el grupo etareo susceptible se encuentra entre los 15 y 44 afios de edad, y es el
género masculino en una razon de 4:1 el mas afectado y segin la fuente no ha habido
defunciones. En un registro histérico Chiapas cuenta con el 89% de casos de LV a nivel
nacional durante el periodo de 1990-2008, siendo el Unico estado con persistencia del
problema. El grupo etareo mas susceptible son menores de 5 afos de edad, la poblacion
mas afectada se encuentra en el centro del estado en los municipios de Tuxtla Gutiérrez,

Chiapa de Corzo, Venustiano Carranza, Acala y Suchiapa (Figura 2) '°.




Figura 2. Distribucion de leishmaniasis en el estado de Chiapas. Archivos del Programa
leishmaniasis. ISECH 1990-2008.

1.1.2.2 Taxonomia de Leishmania

La leishmaniosis es producida por parasitos protozoarios flagelados, pertenecientes
a la familia Trypanosomatidae, género Leishmania que son parasitos intracelulares
obligados de las células del sistema fagocitico monocitario, con una forma flagelada o
promastigote, que se multiplica en el tubo digestivo del insecto vector y en medios de
cultivo, y una forma no flagelada o amastigote que se multiplica en los tejidos de los

hospederos vertebrados™ (Tabla 1).

Tabla 1. Taxonomia del género Leishmania

Reino Protista

Subreino Protozoa

Filo Sarcomastigophora
Subfilo Mastigophora
Clase Zoomastigophora
Orden Kinitoplastida
Suborden Tripanosomatina
Familia Tripanosomatidae
Género Leishmania




1.1.2.3 Los Flebotomos del Nuevo Mundo

Los vectores de la leishmaniosis son Dipteros de la familia Psychodidae,
corresponden al género Phlebotomus en el Viejo Mundo y al género Lutzomyia en el Nuevo
Mundo.

Los flebétomos realizan su ciclo vital completo durante todo el afio en 4reas
tropicales. Su habitat varia desde la selva himeda hasta regiones muy aridas, y entre el
nivel del mar y los 3.200 mts. La mayor parte de las especies del Nuevo Mundo viven més
en selvas que zonas arenosas. Tiene actividad crepuscular y hasta pasada la media noche,

siempre y cuando la temperatura sea mayor a los 18°C y no haya viento™ .

1.1.2.4 Estructura de Leishmania

Leishmania spp. presenta dos formas estructurales dependiendo del estadio en el
ciclo vital, ya que la forma flagelada o promastigote, se multiplica en el tubo digestivo del
vector, y la forma aflagelada o amastigote se multiplica en los tejidos de los hospederos
vertebrados, infectando células del sistema reticuloendotelial; este bimorfismo le hace
acreedor de la presencia o ausencia de 6rganos especificos .

Los promastigotes son células extracelulares, fusiformes, elongadas mide 12 a 20
pm, tiene un nucleo central y un flagelo anteronuclear mayor de 20 pum de longitud'’
(Figura 3 y Figura 4)'°, que nace del cuerpo basal situado por delante del quinetoplasto, un

organelo citoplasmatico que contiene su propio ADN.

Figura 3. Promastigotes de L. infantum rosetas en medio de Schneider (Gallego- Riera, 2002)



Los amastigotes (Figura 5) son células oblongadas con un flagelo muy corto (por lo
que se dice que es aflagelado) que miden aproximadamente de 2 a 4um, tienen un ntcleo
grande y excéntrico ademas de un quinetoplasto que consta de blefaroplasto, con cuerpo

basal a partir del cual nace rizoplasto que se convierte en flagelo en el promastigote’ .

Figura 4. Estructura general del promastigote de Leishmania mediante microscopia
electronica. Los organelos pueden observarse, tales como el flagelo (F) emergiendo del bolsillo
flagelar (P), nucleo (N), la inica mitocondria y el kinetoplasto (K). Micrografia de P.F.P.
Pimenta y W. de Souza.

Tanto en los amastigotes como en los promastigotes el flagelo emerge de un bolsillo
flagelar y en la forma de amastigote el flagelo se encuentra totalmente restringido a este,
por lo que tnicamente es observado mediante microscopia electrénica'®. Dicho bolsillo
flagelar presenta numerosas proteinas integrales (Figura 4) de membrana localizadas en
porcioén posterior'®. Este dominio del bolsillo flagelar puede fomar parte del cercenamiento
de la cola de los promastigotes durante el proceso de exocitosis. Las formas amastigotes de
Leishmania del Nuevo Mundo corresponden al complejo de L. mexicana el cual presenta
organelos Unicos parecidos a los lisosomas unidos a la membrana, presentando una matriz
parecida a una esponja, la cual puede ocupar a lo mucho el 15% del volumen celular
conocidos como megasomas. Estos son organelos ricos en cistein proteinasas asociadas a la
acumulacién y posible degradacion de moléculas endocitadas. La actividad de las cistein
proteinasas en Lesihmania como en otros parasitos, juega un rol en el proceso de
produccion de infeccion ya que la inhibicion de esta enzima con leupeptina dafia la
sobrevivencia del parasito dentro de los macrofagos y la delecion resulta en una

disminucion de la sobrevida intracelular en macréfagos por lo que la cistein proteinasa
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puede ser un blanco terapéutico. En adicion la cistein proteinasa puede tomar parte en la

degradacion del Complejo Mayor de Histocompatibilidad-1I (MHC-II) por los amastigotes

intracelulares'®

Figura 5. Microscopia de transmision electrénica de un amastigote de Leishmania dentro de
un macrdéfago. El pequeiio, circular, no mévil forma intracelular presenta un flagelo (F)
guardado dentro del bolsillo flagelar. La mitocondria-cinetoplasto (K), niicleo (N) y un largo
lisosoma conocido como megasoma (M) pueden ser observados. Microscopia por P.F.P.
Pimenta and W. de Souza

La presencia de vacuolas vacias en los parasitos tripanosomatidos se conocen como
“volutin, granulos metacromaticos o de inclusion”, “acidocalcisomas™ o bien “vacuolas
electrodensas™. Se determiné que este organelo acido, es un compartimento almacenador de
Ca’", rico en pirofosfato, Mg®*, Na* y en algunos casos Zn>*. La presencia de Ca*"-H"
ATPasa, Ca’"-H" pirofosfatasa translocadora en la membrana de los acidocalcisomas fue
confirmada en promastigotes de L. donovani. Estas proteinas membranales estan
involucradas en el almacenamiento y liberacion de grandes cantidades de Ca®’ para
sefializacion; ademas estan involucrados en la homeostasis del pH y la osmoregulacion de
los parésitos'®.

Otro organelo unico presente en Leishmania y otros tripanosomatidos es el
glucosoma, un organelo altamente especializado envuelto en la generacion de ATP
glucolitico. La ingesta de glucosa puede ser mas relevante en la fase de crecimiento
logaritmica tardia. A pesar de esto, los promastigotes utilizan preferencialmente

aminodcidos como prolina como fuentes de carbono. El uso de prolina en lugar de glucosa
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para propositos energéticos puede ser una adaptacién importante para la sobrevivencia en la
sangre del insecto rica en proteina.

Leishmania como otros parasitos tripanosomatidos, presentan una sola mitocondria
ramificada la cual se puede extender a lo largo de toda la célula con un largo contenido de
ADN en una region localizada en la vecindad del cuerpo basal del flagelo, conocido como
cinetoplasto. Este es un organelo que contiene su propio ADN (kADN), con
aproximadamente 10’ pares de bases el cual representa hasta 20% del ADN total del
parasito y forma una compleja red de maxiciruclos y minicirculos'’. En células en
replicacion, la division del quinetoplasto precede a la division nuclear y al crecimiento del
flagelo nuevo, el disco de red existente es flanqueado por dos complejos de proteinas
envueltos en la replicacion del ADN, tales como la topoisomerasa Il y la ADN polimerasa.
La topoisomerasa II libera un poco de cientos de minicirculos desde la red catenonizada al
mismo tiempo permitiendo la replicacion en un mecanismo similar como el que se lleva a
cabo en los plasmidos y otros ADNs circulares'®.

El nucleo en ambos estados esta envuelto por el reticulo endoplasmético puntuado
por poros similares a otras células eucarioticas. Un nicleo prominente y centralmente
posicionado de 0.6-1.0um en diametro puede ser observado y la cromatina nuclear esta
dispuesta periféricamente. Esta organizada en 16-23 cromosomas o moléculas parecidas a
los cromosomas.

Interesantemente tanto promastigotes como amastigotes son capaces de
intercambiar componentes de membrana con las células huésped en un dinamico y regulado
proceso desarrollado. Leishmania en la vacuola parasitofora adquiere moléculas

citoplasmaticas macrofagicas via transportadores de membrana o fusién de vacuolas

autofagicas'®.

1.1.2.5 Ciclo de vida

La mayoria de las leishmaniosis son zoonosis en las que distintas especies animales
actuan como reservorio del parasito. En su inicio se trataria de parasitosis de animales
salvajes, con la introduccion accidental del hombre en el ciclo bio-epidemioldgico del
parasito (ciclo enzodtico o primario). Al desaparecer el reservorio salvaje del entorno

humano, la adopcién de animales domésticos susceptibles es el origen de las leishmaniosis
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de caracter zooantropondtico o secundario. Finalmente, el reservorio animal puede
desaparecer y el hombre actuar como unico hospedador vertebrado en un ciclo
antropondtico o terciario. Asi, en el mantenimiento de las leishmaniosis juega un papel
fundamental la existencia de mamiferos hospedadores habituales de estos parasitos que
constituyen la fuente de partida para su posterior propagacion al hombre a través de los
flebotomos vectores. Los carnivoros, fundamentalmente los canidos y diferentes grupos de-
roedores ejercen usualmente este papel. Otras especies animales como los 0sos

hormigueros, los perezosos, las zarigiieyas pueden actuar también como reservorios en
3

Sudamérica®.

El inicio del ciclo en el hospedador vertebrado tiene lugar cuando el flebotomo
ingiere los amastigotes mientras el flebotomino se alimenta de la sangre (Figura 6: Etapa 5
y 6), los cuales se transforman en promastigotes dentro del intestino del insecto. En el
intestino de la mosca el parasito inicia un proceso de maduracion y diferenciacion que dura
de cuatro a veinticinco dias, en el cual los amastigotes se transforman en promastigotes
prociclicos (forma flagelada inmadura) y se adhieren al epitelio del intestino medio de la
mosca mediante la molécula lipofosfoglicano (Figura 6: etapa 7).

En el intestino medio de la mosca los promastigotes mantienen un pH alcalino entre
7.0 y 9.0, mediante mecanismos de transporte intracelular como bombas de intercambio de
protones, asi como bombas de intercambio de aniones, co-transportadores anién-cation, y
canales de cloro'®. Bajo estas condiciones el promastigote procilcio madura y se transforma

en promastigote metaciclico infectivo'’.

La adherencia del promastigote a la pared
intestinal del insecto esta confinada al intestino medio, excepto en especies de los
complejos L. braziliensis (subgénero Viannia), a la cual también se le adhieren en el

intestino alto, en la region del piloro'®.
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Estadio mosquito Estadio humane

Figura 6. Ciclo de vida de Leishmania. Estadio humano 1. El mosquito toma la sangre (inyecta
el promastigote en la piel), 2. El promastigote es fagocitado por el macréfago, 3. El
promastigote se transforma a amastigote en el interior del macréfago, 4. El amastigote se
multiplica en las células de diversos tejidos (incluyendo los macréfagos), Estadio mosquito 5.
El mosquito toma la sangre (ingiere macréfagos infectados con amastigotes), 6. Ingestion de la
célula infectada, 7. El amastigote se transforma a estadio promastigote en el intestino del
mosquito, 8. Se divide en el intestino y migra hacia la proboscis, i:Estadio infeccioso, d:
Estadio contagioso. Fuente: Centers for Disease Control & Prevention National Center for
Infectious Diseases. Division of Parasitic Diseases.

Durante este periodo los parasitos sufren profundas modificaciones morfolégicas y
bioquimicas, ya que se transforman en formas prociclicas no infectivas a formas
metaciclicas infectivas. Los proliferativos promastigotes prociclicos, pueden encontrarse
de diferentes morfologias. Los nectomados son promastigotes largos que proliferan dentro
del saco de quitina de la matriz peritréfica. Con la ruptura de la parte anterior de esta
matriz por enzimas quitinoliticas del promastigote el parasito migra y se une a las
microvelloasidades de las células epiteliales del intestino medio. Una vez ahi los
nectomadas proliferativos pueden dar lugar a los meciclicos infectivos o a unos
haptomonadas cortos y anchos. Algunos de estos pueden alcanzar el esofago y la faringe
donde se transforman en paramastigotes los promastigotes mas cortos en los cuales el
quinetoplasto puede verse a un lado del ntcleo. Los metaciclicos usualmente son mas
cortos y delgados que los prociclicos con aumento de la motilidad y con el flagelo
relativamente mads largo. Los promastigotes localizados en el intestino de la mosca, tres

dias después de su ingesta son virulentos, pero los ingeridos 7-8 dias después son altamente

. 16
virulentos para los ratones .
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La infeccion por Leishmania toma lugar cuando la boca del insecto lacera los
tejidos dérmicos y venas superficiales del huésped vertebrado produciendo un pequefio
hematoma o una alberca de sangre y el insecto regurgita al parasito y transmite los
promastigotes metaciclicos infectivo al hospedero vertebrado siendo introducidos (Figura
6: etapa 1). Ademas del contagio por contacto directo, también ha sido reportado el
contagio por transfusiones sanguineas, hemodialisis, transplante de 6rganos, via congénita y
en ocasiones por transmision sexual.

Una vez llegados al hospedador del vertebrado, son captados por los macrofagos de
la dermis y pasan a su citoplasma donde, englobados en una vacuola parasitofora (Figura 6:
etapa 2), el parésito se transforma en la amastigote y se divide activamente por sucesivas
divisiones binarias (Figura 6: etapa 3). Aproximadamente 30 minutos después de su
formacion se vuelve acido a un pH de 4.5-5.5. Este microambiente agresivo se desarrollada
por la accion de la membrana del parasito que es una ATPasa translocadora de protones,
mantiene el citoplasma leishmanico en un pH neutro. El gradiente electroquimico de
protones creado através de la membrana del parasito dirige el transporte activo de glucosa y
prolina, escensial para la sobrevivencia del parasito. Los promastigotes de la mayoria de las
especies de Leishmania se adhieren a los macrofagos preferencialmente a través del flagelo,
excepto en L. donovani la cual muestra una union no especifica y la unioén inicial puede ser
mediada por cualquiera de los polos. La unién de Leishmania a los macrofagos puede verse
influenciada por la carga del parasito. La diferenciacion completa de promastigotes a
amastigotes toma aproximadamente de 2-5 dias dependiendo de las especies de
Leishmania.

La multiplicacion y desarrollo en los macréfagos finaliza cuando la célula, que
contiene unas decenas de parasitos, estalla. Los parasitos libres invaden otros macrofagos
de la zona, en los que se repite el proceso multiplicativo, o bien se diseminan directamente
a través de la piel o de la circulacion cutdnea hasta alcanzar las mucosas, o son arrastrados
por el torrente sanguineo y linfatico, junto a los macréfagos circulantes, para localizarse en
territorios organicos ricos en células macrofagicas fijas como médula 6sea, higado y bazo
(Figura 6: etapa 4). El paso del parasito al vector tiene lugar cuando las hembras de los
flebotomos se dirigen al hospedador vertebrado con objeto de ingerir sangre para

alimentarse y poder desarrollar sus huevos. Las leishmanias se multiplican bajo la forma
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amastigote a su llegada al tubo digestivo del vector para pasar luego rapidamente a la forma
promastigota que se multiplica activamente en su estdmago e intestino. Finalmente, y
después de pasar por el estadio de paramastigote que también sufre procesos de division
binaria, los promastigotes metaciclicos se situan en la region bucal o trompa del vector,
desde donde pasaran al hospedador vertebrado. Este ciclo general presenta distintas
modalidades en las diferentes especies de leishmanias, dependiendo de la zona del intestino

en que tiene lugar la presencia y multiplicacion de las formas parasitas™.

1.1.2.6 Patologia y patogenia

El termino leishmaniosis se refiere a un espectro de enfermedades causadas por
Leishmania spp, y son las distintas especies de esta las que dan lugar a diversos sindromes
clinicos que resultan de interacciones complejas entre la capacidad invasora del parasito, su
tropismo y su patogenicidad y, por otra parte, la respuesta inmunitaria del hospedero'”.

La infecciébn se establece cuando los promastigotes metaciclicos del género
Leishmania son fagocitados por los macréfagos de la piel, células de Langerhans
epidérmicas o células mononucleares circulantes. La entrada de los promastigotes activa la
cascada del complemento, lo que permite que la proteina sérica C3 (C3b y C3bl) del
complemento se deposite en la superficie del parasito y se una a los receptores del
complemento presentes en el macrofago. La union de los promastigotes al macrofago puede
realizarse también directamente, gracias a la existencia en la superficie del parésito de
moléculas tales como la lipofosfoglucano (LPG) y una metaloproteina, la glucoproteina 63
(gp63) de 63 kDa. La produccion de derivados oxidativos, destinados a la destruccion de
las leishmanias, queda inhibida cuando los parasitos penetran en el interior de las células
hospedadoras via C3b/C3bl. El LPG forma una barrera alrededor del parasito y es capaz de
captar radicales libres de oxigeno, previniendo también la unién del fagosoma con los
lisosomas. Ademas, la gp63, dada su actividad proteolitica, degrada los enzimas
lisosomales destinados a destruir a los amastigotes™.

La LPG es la mayor glucoproteina de membrana del promastigote, es un glucolipido
extenso compuesto de unidades poliméricas repetidas de sacaridos fosforilados (di-tri- o
tetrasacaridos), especificos para cada especie y que estan unidas entre si por puentes de

monofosfato, conectados a un centro de carbohidratos, que en L. donovani es un
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fosfohexasacarido, anclado mediante un liso-alquil-fosfatidilinositol'®, Durante la
metaciclogénesis, las moléculas de LPG se duplican y experimentan cambios en las
cadenas laterales de los disacén'dos”, debido a la adicion de de sacaridos fosforilados de tal
forma que puede duplicar su longitud en algunas especies de Leishmania. Las
modificaciones de LPG resulta en la pérdida de union a la proteina que se une al LPG de
65 kDa en las microvellosidades del intestino medio alcanzando la forma metaciclica
infectiva para posteriormente trasladarse a la cavidad bucal. Mas aun, la habilidad de unas
especies de Leishmania para infectar al flebotomino depende de la variabilidad del LPG, las
cuales se elongan lo cual permite que el parasito se desprenda del epitelio intestinal y migre
a la faringe y la cavidad bucal de la mosca. Otro de los factores que cobran relevancia
dentro de la patogenia en los promastigotes metaciclicos es el factor gp63, del cual se
expresa un aumento, es la proteina mas abundante en la superficie de los promastigotes los
cuales constituyen mas del 2% de las proteinas. La glucoproteina 63, también conocida
como proteasa de superficie del promastigote (PSP) o leishmanolisina, es una
metaloproteinasa con un centro de GPI y es estimulada por Zn. Su actividad proteolitica es
resistente a la mayoria de los inhibidores conocidos excepto para 1,10-fenantrolina y
degrada un sin nimero de moléculas del huésped tales como inmunoglobulinas y
complemento. En el intestino de la mosca esta puede ayudar a degradar la hemoglobina
extracelular. Los promastigotes metaciclicos también expresan un aumento en uniones de
membrana y secretan fosfatasa acida (SAP) y cistein proteinasa. Ambas moléculas pueden
involucrarse en el proceso de infeccion'®.

Una vez se encuentran los parasitos en el interior de los macrofagos, los amastigotes
pueden ser destruidos por los metabolitos oxigenados y por las hidrolasas lisosomales. Las
proteinas liberadas de las leishmanias se asocian a moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH), que actiian como transportadores de antigenos a la superficie
del macrofago. Cuando se asocian las CMH de la clase 1, los antigenos son reconocidos por
las células T del tipo CD8+ (Tc o citotoxicas), mientras que cuando se asocian a las de la
clase II son reconocidos por las células T del tipo CD4+ (Th o cooperadoras). La activacion
de las células Tc permite la produccién de una citotoxina que provoca la lisis del parasito,
asi como de citocinas que activan a los macrofagos. La activacion de las células Th

desempefia un papel importantisimo en la respuesta inmunitaria frente a Leishmania, tal y
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como se ha observado en el modelo murino de infeccion con Leishmania major,
estableciéndose dos tipos de respuesta seglin se expresen las subpoblaciones Thl o Th2.
Cuando se estimula la produccion de las Thl se producen linfocinas, sobre todo interferon-
gamma (IFN-g) e interleucina-2 (IL-2), asi como factor de necrosis tumoral (TNF-&), que
activan los macréfagos parasitados y, como consecuencia de ello, se activan también los
mecanismos que conducen a la destruccion de las leishmanias y a la curacion de la lesion.
Por el contrario, cuando se estimula la produccion de las Th2 se producen linfocinas que
inhiben la respuesta de tipo celular (I1-4, IL-5, IL-10 e IL-13), que favorecen el desarrollo
de la respuesta humoral, a la vez que falla la respuesta celular, con la consiguiente
diseminacion de los parasitos hacia otras zonas. Existen varios factores que determinan el
tipo de respuesta inmune y, por lo tanto, de las diferentes formas clinicas de la
leishmaniosis, tales como el genotipo del parasito, tamafio del indculo, zona de inoculacion,
numero de picaduras recibidas, saliva del flebotomino, respuesta inmune y ciertos factores
genéticos ligados al hospedador, la existencia de infecciones concomitantes™.

Otros factores como componentes de la saliva del flebotomino y/o los extractos de
las glandulas salivales promueven que se lleve a cabo la infeccion. La saliva exacerba la
leishmaniasis experimentalmente mediante inhibicion de la respuesta microbicida, la
presentacion del antigeno y regulando la actividad positivamente de Th2, deletérea,
mientras modula disminuyendo la respuesta Thl protectora. La mayoria de los
componentes de la saliva aun no han sido identificados pero todas las salivas de las moscas
contienen apirasa ATP/ADPasa la cual parece estar involucrada durante el proceso
infectivo. La saliva de Lutzomyia longipalpis contiene dentro de otras moléculas el péptido
maxadilan, un potente vasodilatador el cual inhibe los eventos proinflamatorios en el
huésped, incluyendo la proliferacion en el bazo, la hipersensibilidad del tipo tardia y la
produccion de TNFa e induce la produccion de IL-6 e IL-10. Estas propiedades sugieren un
rol para maxadilan en la patogénesis de la leishmaniosis, inhibiendo la respuesta inmune en
el sitio de la inoculacion del parasito.

Una transmision eficiente de metaciclicos depende no solamente de la capacidad del
parasito para colonizar faringe del flebotomino sino también del estado de enfermedad
inducida por el parésito en la mosca. Estas modificaciones incluyen la inhabilidad de las

moscas infectadas para ingerir sangre. La red tridimensional de gel rica en carbohidratos se
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piensa que causa la oclusion del lumen del intestino en la transicion del intestino medio,
esofago y faringe, las cuales contienen elevadas cantidades de parasitos. Esta red esta
compuesta generalmente de mucina de elevado peso ﬁmlecular filamentos de
proteofosfoglicano (fPPG) secretados en las formas de promastigotes. Estas moléculas de
fPPG en ocasiones exede los 6 pum de longitud. Concurrentemente, una actividad
quitinolitica de los metaciclicos dafia la valvula estomacal del sistema de alimentacion de la

mosca principalmente el reflujo de la sangre ingerida, la cual promueve la transmision

mediante la liberacion de los metaciclicos'®.

1.2.1.7 Cuadro clinico

Dependiendo de la especie infectiva de Leishmania, la infeccion puede llegar a
organos internos, diseminarse localmente hacia membranas mucosas o persistir en la piel.
Hay mas de 20 especies diferentes del género Leishmania que infectan al hombre vy,
dependiendo de la especie, pueden generar tres cuadros clinicos: leishmaniasis cutanea,
mucocutanea y visceral. Lainson y Shaw dividieron al género Leishmania en dos
subgéneros Leishmania (L.) y Viania (V.), segin el sitio en que se desarrollen en el
intestino de la mosca transmisora. La localizacion de Leishmania es suprapilérica, proxima
a la proboscide, mientras que Viania se aloja en las porciones media y posterior del
intestino. Las especies que con mayor frecuencia causan leishmaniasis cutdnea en el Viejo
Mundo suelen ser L. (L.) tropica, L. (L.) major y L. (L.) aethiopica; las areas mas afectadas
son regiones tropicales y subtropicales del Medio Oriente, litorales del Mediterraneo,
Africa, India y Asia'’ (Tabla 2).

La leishmaniasis cutanea es generalmente causada por L. (1.) tropica, L. (L.) major y
L. (L.) aethiopica en el Viejo Mundo y en el Nuevo Mundo por especies de L. mexicana, L.
(L.) amazonensis y L. (L.) pifanoi, y el complejo L. brazilienzis, L. (V.) brazilienzis, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) panamensis, L. (L.) amazonensis y L. (l.) aethiopica pueden también
producir la forma difusa de la enfermedad con numerosas lesiones diseminadas en
ocasiones refractarias a la quimioterapia. La infeccion por el complejo de especies de L.
braziliensis puede dar lugar a la metastasis mucomembranosa de la orofaringe con
frecuente destruccion del septum nasal'®. Las especies que causan leishmaniasis visceral

pertenecen al complejo L. donovani, siendo L. (L.) donovani y L. (L.) infantum del Viejo

18




Mundo, y L. (L.) chagasi del continente americano. Ocasionalmente, también L. (L.)

donovani, L. (L.) infantum y L. (L.) chagasi pueden producir lesiones cuténeas'’.

Tabla 2. Caracteristicas geograficas y clinicas de la leishmaniosis

: . Distribucion
Complejo Especie T Enfermedad
L;“”"’“"‘_" L.(L.) donovani India, Africa LV, LCL
onovani
L.(L.)infantum Mediterraneo INCECL
L(L ) chagasi Meéxico, América del LV, LCL
infantum Sur
No perten_ece a L.{L) maior Africa, A.51a, Medio LCL
complejos Oriente
L.(L.) tropica Medio Oriente, Asia LCL
.. . ’ LCL,1LCD,
L.(L.) aethiopica Etiopia, Kenia LMC
Letsh.mama L.(L.) mexicana Méxxcq,. LCL, LED
mexicana Centroamérica
L.(L.) amazonensis América del Sur LCL, LCD
L.(L.) venezuelensis Venezuela LCL
L.(L.) gamhami
L.(L.) pifanol
Leishmania
(Viannia) L.(V.) braziliensis Brasil, Centroamérica LMC, LCL
braziliensis
. Guyana, Surinam,
L.(V.) guyanensis Brasil LMC, LCL
. Panama, Costa Rica,
L.(V.) panamensis G LMC, LCL
L.(V.) peruviana Perti, Argentina LMC, LCL

LCL, leishmaniosis cutdnea localizada; LCD, leishmaniosis cutinea difusa; LMC, leishmaniosis
mucocutinea; LV, leishmaniosis visceral.

Una vez los promastigotes de una especie son inoculados pueden ocurrir tres
situaciones: a) la muerte de los parasitos, b) el establecimiento de una infeccion local, o ¢)
la diseminaciéon a través de la piel, de la mucosa oronasal o por via sanguinea. La
metéstasis via linfatica es poco frecuente, ya que los parasitos son destruidos en los nodulos
linfaticos.

En México, la forma més comun es la leishmaniosis cutanea, esta forma clinica se
conoce como “ulcera del chiclero” y es causada por Leishmania (L.) mexicana, mientras

que en el Viejo Mundo se conoce como “botén de oriente™ y se debe a otras especies de
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Leishmanias™. La leishmaniasis cuténea, el igual que la lepra, se presenta en forma bipolar,
en la que la Lesihamniosis Cutanea Localizada (LCL) representa el polo “benigno™ y los
pacientes cursan con una intensa respuesta inmunitaria celular que lleva a la curacion y, en
el otro extremo del espectro se encuentra la Leishmaniosis Cutanea Difusa (LCD), que se
caracteriza por anergia de la respuesta inmunitaria celular especifica hacia antigenos de
Leishmania y los pacientes cursan con una enfermedad progresiva que generalmente tiene

un desenlace mortal'’.

La leishmaniosis cutdnea ocurre entre dos y cuatro semanas después de la picadura.
Inicialmente los enfermos con LCL desarrollan una papula asintomatica, que se agranda y
se transforma en una tlcera de bordes indurados y de coloracién violacea en el sitio de la
picadura. Las ulceras pueden ser unicas o multiples (dependiendo del numero de veces que
fue picado el sujeto), redondeadas, fondo limpio e indoloras (si no estan infectadas
secundariamente con bacterias). Los individuos con LCL ocasionalmente se curan
espontaneamente en un lapso de seis meses a dos afios, excepto cuando la lesion es en la
oreja, en donde se vuelve cronica y multiple'”.

La lesiéon en personas con LCL se caracteriza por un infiltrado inflamatorio
consistente de macréfagos, linfocitos y células plasmaticas con areas de necrosis focal. En
fases tempranas de la infeccion se pueden detectar macrofagos infectados. Sin embargo, en
fases tardias disminuyen éstos, prevalecen los linfocitos y se genera un granuloma con
presencia de células gigantes (macrofagos fusionados debido a la persistencia de
componentes antigénicos del parasito) rodeadas de un manguillo de linfocitos. Estos
pacientes cursan con una buena respuesta inmunitaria celular con caracteristicas tipo Thl y
produccion de las citocinas IFN-gama, TNF-alfa e IL-2 que generan una
intradermorreaccion de Montenegro positiva. Cuando la invasion de las leishmanias queda
limitada a los macréfagos de la zona de la picadura, como consecuencia de la respuesta de
tipo celular, se presenta el cuadro clinico de la leishmaniasis cutdnea, conocida en
determinados casos como Boton de Oriente. Las células infectadas permanecen en la piel y
quedan aisladas por un cimulo de linfocitos, células plasmaticas y células gigantes que
originan un granuloma que causa cambios en la estructura de la piel. Estos cambios pueden

ser una hiperplasia y adelgazamiento de la piel, ulceracion y desorganizacion del tejido

conectivo™.
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En ocasiones no tiene lugar el aislamiento de la lesion primaria por una barrera
linfocitica y el parasito se extiende, por diseminacién cutinea directa, sobre toda la
superficie cuténea, originando la leishmaniasis cutdneo difusa en la que es caracteristica la
débil respuesta inmunitaria, tanto celular como humoral® y es situada en el polo opuesto,
que se caracteriza por la falta de respuesta inmunitaria celular hacia antigenos del parasito,
permitiendo la diseminacion incontrolada del parésito, con desarrollo de lesiones nodulares
en toda la piel, con excepcion de cuero cabelludo. En esta forma clinica, el parasito se
disemina lentamente por el liquido tisular, por la linfa o por via sanguinea. Los pacientes
presentan invasién de mucosas orofaringea y nasofaringea con nodulos dolorosos que
pueden llegar a obstruir las vias aéreas e impedir la deglucion en los estadios finales del
padecimiento; ademas, tienen lesiones en los genitales externos y en las plantas de los
pies'’. Generalmente los enfermos de LCD cursan con un desenlace mortal, en parte por
problemas obstructivos en mucosas, que llevan a la inanicién, la piel se adelgaza y se
vuelve muy friable, por lo que frecuentemente se ulcera y se infecta secundariamente con
bacterias como Staphylococcus o Streptococcus.

Las lesiones de pacientes con LCD presentan escasos datos de una respuesta
inmunitaria celular efectiva; en toda la dermis se encuentran macréfagos altamente
parasitados y pocos linfocitos. Se caracterizan por tener una respuesta Th2, debido a que los
linfocitos CD4+ secretan citocinas supresoras de macréfagos como son IL-10, TGF-B e IL-
4, que inhiben a los mecanismos leishmanicidas del macrofago (generacion de radicales
oxidantes y del 6xido nitrico), lo cual permite la multiplicacién incontrolada del parasito
dentro de las vacuolas parasitéforas y, ademas bloquean la produccion de las citocinas IFN-
Yy TNF-a. En estos enfermos no hay datos de hipersensibilidad retardada cuando inyectan
antigenos de Leishmania en la piel y son negativos para la intradermorreaccion de
Montenegro. También tienen titulos altos de anticuerpos antileishmania e
hipergamaglobulinemia que refleja una activacion policlonal de linfocitos B. Los pacientes
con LCD habitualmente responden mal a los tratamientos, en parte debido al desarrollo de
resistencia del parasito. Uno de los grandes enigmas en la leishmaniosis es la causa de la
inhibicién de la respuesta inmunitaria celular en personas con LCD. Se ha descartado al
parasito, ya que las mismas especies que producen LCD (L. mexicana, L. amazoniensis y L.

aethiopica) también pueden producir leishmaniosis cutanea localizada'’.
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La metastasis de los parasitos, muchas veces a partir de lesiones cutineas
primitivas, hacia las mucosas es el origen de la leishmaniasis mucocutianea (LMC) o
espundia®, cursa con invasion y destruccién de la mucosa nasofaringea, resulta muy
desfigurante. Las especies causantes de esta forma clinica pertenecen al complejo L.(V.)
panamensis y L.(V.) peruviana. En Peri se conoce como “uta” y siempre se desarrolla
después de que desaparecen las lesiones cutdneas; ocasionalmente puede presentarse hasta
20 afios después. Generalmente las lesiones inician en la mucosa nasal y se propagan a la
mucosa orofaringea, a la laringe, y a la piel de nariz y labios. La muerte del paciente ocurre
por neumonia, obstruccion laringea, sepsis secundaria o inanicién. Las lesiones se
caracterizan por tener escasos parasitos y los dafios son secundarios a la reaccion
inflamatoria que ocurre en la mucosa nasal, oral y faringea, con destruccion del tabique
nasal. Los tratamientos son muy prolongados y los enfermos generalmente son rechazados
por su comunidad debido a las destrucciones faciales rutilantes que les confiere aspecto de
leprosos. Las lesiones de pacientes con LMC tienen linfocitos CD4+ con caracteristicas
tanto de tipo Thl como de tipo Th2, celular y humoral respectivamente; sin embargo, la
respuesta sistémica es predominantemente tipo Thl. Las células mononucleares de sangre
periférica proliferan y producen IFN-gama e IL-2, cuando se estimulan in Vitro con
antigenos de Leishmania; la intradermorreaccién de Montenegro es positiva' .

La visceralizacion del parasito, como consecuencia del fallo de la respuesta inmune
de tipo celular, se conoce con el nombre de leishmaniosis visceral (LV) * o Kala-azar
(fiebre negra) es causada por las especies de Lesihamnia (L.) donovani y L. (L.) infantum
en el Viejo Mundo. La poblacién en riesgo incluye nifios menores de cinco afios, los
pacientes inmunodeprimidos y personas desnutridas' . En el sudeste europeo se calcula que
entre el 25-70% de los casos de LV pertenecen a enfermos infectados por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) ». Los primeros sintomas y signos clinicos aparecen
después de un periodo de incubacion de tres a ocho meses, aunque existen informes de
periodos de incubacion mucho mas prolongados: hasta de 34 meses variable. El parasito
alcanza via linfatica y vasos sanguineos muchos 6rganos, especialmente el bazo, el higado
y la médula 6sea'’, pero puede haber afectacién de otras areas como pueden ser los

pulmones y la mucosa intestinal. En los 6rganos afectados se forman pequefios granulomas
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que dafian las visceras al causar hiperplasia e hipertrofia de los mismos, congestion de los
vasos sanguineos, necrosis de los tejidos y alteraciones de su funcionamiento normal.

Los sintomas pueden iniciar gradualmente o de manera subita. Una lesion
granulomatosa papular temprana y en ocasiones transitoria se conoce como leishmanioma
puede observarse en el sitio de la mordida del insecto'’. Los principales sintomas de la LV
son una fiebre alta, irregular y prolongada (mas de dos semanas), acompafiada de pérdida
de peso y astenia, diarrea, tos, esplenomegalia que puede ir acompaiiada de hepatomegalia,
que suele ser moderada, linfoadenopatias y pancitopenia. La trombocitopenia puede dar
lugar a desérdenes hemorragicos tales como epistaxis y hemorragias intestinales las cuales
junto con infecciones recurrentes tales como neumonia y sepsis son la mayor causa de
muerte. Esta forma de la enfermedad tiene un 100% de mortalidad si no se da tratamiento y
mas del 15% para los pacientes eficientemente tratados. Después de la resoluciéon de la
infeccién visceral una leismaniasis dérmica post-kala-azar se observa principalmente en
pacientes de la India'®. En la LV hay una importante respuesta humoral con elevadas tasas
de anticuerpos especificos junto con una hipergammaglobulinemia policlonal, con
produccion de IgM e IgG, por activacion de los linfocitos B. El incremento de anticuerpos
da como resultado la aparicion de inmunocomplejos circulantes que a veces se depositan en
los rifiones causando una glomerulonefritis. En contraposicion, y tal como se ha
comentado, se presenta una importante inhibicion de la respuesta celular que conduce a una
multiplicacion incontrolada del parasito.

En los casos subagudos o cronicos, la sintomatologia generalmente inicia con
hepatoesplenomegalia, fiebre (intermitente y generalmente con dos picos al dia), pérdida de
peso, anemia, leucopenia (puede haber hasta 1,000/mmS) hipergamaglobulinemia vy
caquexia. La anemia puede ser grave y generalmente es normocitica y normocroénica; puede
deberse a una combinacion de factores que incluye hemolisis, sobrepoblacién de
macrofagos infectados en médula dsea, que desplaza la produccion de eritrocitos,
hemorragias, secuestro de eritrocitos en el bazo agrandado, hemodilucién y efectos de
TNF-a. La presencia de bazo endurecido y hepatomegalia, de consistencia blanda,
superficie lisa y borde filoso son signos caracteristicos. La piel es seca y delgada y puede
haber caida de pelo. En etapas avanzadas aparecen edema periférico y sangrados. Las

personas con LV progresiva tienen una respuesta inmunitaria con caracteristicas tipo Th2
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con secrecion de IL-10, por lo cual con negativas en la prueba de intradermorreaccion de
Montenegro. Presentan hipergamaglobulinemia asociada a la activacion policlonal de
linfocitos B y la mayoria también presentan complejos inmunitarios circulantes y factores
reumatoides (que generalmente son anticuerpos Ig M anti la regién constante de Ig G). El
nivel de globulinas séricas puede incrementar mucho (hasta 9 g/dl) y la relacion
globulina/albimina es muy alta. Los rifiones muestran signos de depésito de complejos
inmunes y los enfermos pueden cursar con una glomerulonefritis leve que por lo general se
asocia con insuficiencia renal. Estos pacientes pueden curar con tratamientos muy
prolongados. Los pacientes presentan un viraje de su respuesta inmunitaria hacia una tipo
Thl después del tratamiento exitoso, sus células responden al estimulo con antigenos del
pardsito mediante produccion de IFN-gama e IL-2 y se vuelven positivos a la
intradermorreaccion de Montenegro. Sin embargo, en la LV, al igual que en las otras
formas clinicas, el tratamiento exitoso nunca elimina totalmente al parasito, ya que este
permanece latente en algunas c€lulas, una de las cuales podria ser la célula de Langerhans,
que carece de los mecanismos leishmanicidas potentes del macréfago. Las personas
infectadas pueden permanecer asintomaticas, mientras no cursen con una inmunodepresion,
lo que permitiria que el parésito se multiplique nuevamente'”.

En enfermos con la coinfeccion VIH-Leishmania el cuadro clinico puede ser
parecido, aunque suelen presentarse localizaciones atipicas debido a la anergia de los
pacientes. En estos pacientes, la enfermedad puede cursar sin esplenomegalia y con
lesiones nodulares o ulcerativas a nivel del tracto gastrointestinal y pulmonar; ademas, el
numero de parasitos en la médula 6sea suele ser elevado™. La LV ha surgido como un
problema de salud publica en pacientes inmunodeprimidos con VIH, principalmente en la
region del Mediterraneo. En esta zona el reservorio natural es principalmente el perro. En la
LV los parasitos se encuentran en forma masiva dentro de macréfagos hepaticos (células de
Kupffer), esplénicos y de médula 6sea, provocando una hipertrofia progresiva. El bazo se
agranda mucho debido a que los foliculos linfoides se reemplazan por células
mononucleares infectadas. La fiebre se debe a la liberacion de pirdgenos endégenos (como
TNF-a, IL-1 e IL-6) por los macréfagos infectados, mismos que inducen la liberacion de
prostaglandina E2 (PGE;) por c¢lulas del hipotalamo y ésta, a su vez, actiian sobre el centro

termorregulador del hipotdlamo. Ademas el TNF-a causa caquexia y desgaste de tejido
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graso y muscular que sufren estos enfermos debido al efecto catabdlico y anoréxico que
ejerce la citocina. Las manifestaciones clinicas resultan de una combinacién de factores del
parasito y genéticos del hospedero'’. La muerte generalmente ocurre debido a infecciones
bacterianas o virales en pacientes debilitados con anemia grave.

Los medicamentos de eleccion son costosos, se tienen que administrar via
intravenosa y generalmente estin asociados con severos efectos colaterales y
progresivamente se confrontan con la resistencia parasitaria, de ahi la urgencia de la

busqueda de nuevos medicamentos con actividad leishmanicida'®.

1.2.1.8 Tratamiento

El tratamiento de leishmaniasis es problematico debido a que los medicamentos
disponibles requieren de administracion parenteral repetida, no son efectivos en todos los
casos y la mayor parte se asocian con efectos toxicos colaterales. Los antimoniales
pentavalentes como el glucantime (antimoniato de meglumina) y el pentostam
(stibogluconato de antimonio y sodio) fueron desarrollados a mediados del siglo pasado y
siguen siendo los firmacos de eleccién para todas las formas clinicas'’. El estiboglucano de
sodio usualmente es admisnistrado a una dosis de 20 mg/kg de peso por 20 a 40 dias, es de
igual forma empleado en los casos de resistencia a antimoniales y se recomienda un
tratamiento por 4 meses, el cual es caro y potencialmente toxico, el tratamiento puede
repetirse en intervalos de 15 dias hasta tres veces™. La aplicacion de glucantime en forma
intralesional, aunada a la aplicacion parenteral, ha dado buenos resultados en México.
Aunque los antimoniales pentavalentes generalmente son bien tolerados, ocasionalmente
puede haber efectos colaterales como dolor abdominal, nausea, vomito, malestar general,
incremento de niveles de transaminasas, nefrotoxicidad, debilidad, mialgias, artralgias,
fiebre, tos, neumonitis y eritema. Ocasionalmente se observan cambios en el
electrocardiograma y los efectos mas graves incluyen arritmias y a veces se ha informado la
muerte subita asociada a dosis muy elevadas de la droga. El costo elevado, los efectos
toxicos secundarios y el surgimiento de formas resistentes han llevado a la busqueda de
nuevos farmacos' .

Si el tratamiento con antimoniales pentavalentes no tiene éxito una preparacion de

diamidina aromatica, isotionato de pentamidina o sulfonato diamitina de pentamidina
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(lomidina) es empleado. Ambos compuestos son muy efectivos en el tratamiento del Kala-
Azar pero debido a su toxicidad y efectos secundarios potenciales son empleados como
drogas de segunda eleccion. La pentamidina interactua selectivamente con el DNA del
quinetoplasto, causando la pérdida de su estructura, ademas, inhibe la polimerasa de RNA,
otras funciones ribosomales y la sintesis de 4cidos nucléicos, proteinas y fosfolipidos,
causando disminucion de fosfolipidos de membrana'’. Los efectos toxicos secundarios de la
pentamidina incluyen sesacion de ardor, cefalea, dolor precordial, nauseas, vomitos e
hipotension. El efecto secundario mas serio es la hipoglucemia la cual se presenta cuando
hay dafio hepatico irreversible, la hiperglicemia y pancreatitis aguda también pueden
presentarse produciendo una diabetes. La pentamidina es generalmente efectiva en contra
de todas las formas de leishmaniasis. AUn asi una alta proporcién de pacientes con
leishmaniasis visceral no responde al tratamiento en Kenia, India y China debido al
incremento en la resistencia™.

Los medicamentos utilizados en los casos de resistencia a glucantime son
deoxicolato de anfotericina B e isotiocianato de pentamidina, ambos son alternativas
toxicas, un sustitutivo menos toxico es anfotericina B encapsulada en liposomas
(AmBisome), que ha sido aprobado por la FDA para el tratamiento de LV en Estados
Unidos'’. La anfotericina B es otro medicamento de segunda eleccion en el tratamiento de
la leishmaniasis es un antibiético macrélido y actia en los esteroles y fosfolipidos de la
membrana celular de Leishmania spp. Es muy activo, in vitro, matando las formas extra e
intracelulares de Leishmania a concentraciones de 1 mg por mL de medio. En hamsters y
monos infectados con L. donovani, la anfotericina B fue 400 veces mas potente que el
estibogluconato de sodio. La anfotericina B es inestable en un pH neutro y cuando es
expuesta a la luz y al aire, es formulada como una suspensiéon coloidal la cual es
administrada como una infusién intravenosa. Los efectos secundarios comunes incluyen
anafilaxia, trombocitopenia, estornudos, dolor generalizado, escalofrios, fiebre, flebitis,
anemia, convulsiones, anorexia, decremento de la funcién glomerular y renal tubular,
hipocalemia en cerca de la tercera parte de los pacientes tratados. La anfotericina B se une
preferentemente a los esteroles tales como el ergosterol, la cual es el principal esterol de las
membranas celulares de Leishmania mas no de las membranas celulares de los mamiferos,

se une preferentemente a las 24 esteroles sustituidos y en menor grado al colesterol de las
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membranas del humano, lo que subraya su toxicidad. En la India Mishra y col, emplearon
dosis bajas de 0.5mg/Kg de peso en dias alternados por poco tiempo (14 dias) y obtuvieron
el 100% de la cura con muy baja toxicidad en pacientes con LV>.

La aplicacion topica diaria durante un mes de 15% de paromomicina con 12% de
metilbencetonio disueltos en parafina blanda ha tenido éxito para el tratamiento de
leishmaniasis cutanea causada por L. major. Sin embargo, es toxica en el 50% de los
pacientes que la reciben por via intravenosa o intramuscular. Sus efectos adversos incluyen
taquicardia, niusea, vomito, mareo, hipotension e hipoglicemia por toxicidad sobre las
c€lulas beta del pancreas; la hipoglicemia puede convertirse en diabetes
insulinodependiente. El alopurinol administrado en forma oral y otros analogos de purinas
se han utilizado con éxitos variables. Un imidazol antifingico, el ketoconazol no tiene
actividad sobre Leishmania (L.) mexicana, sin embargo es activo contra Leishmania (V.)
braziliensis. Se han utilizado distintas formas de crioterapia y, debido a la susceptibilidad
del parasito al calor, se ha realizado hipertermoterapia de aplicacion local con éxitos
variables. Dos estudios piloto recientes realizados en la India y Brasil han revelado que
miltefosine por via oral estd surgiendo como excelente alternativa, es un derivado de
fosfolipidos que originalmente fue desarrollado para el tratamiento del cdncer mamario. Su
aplicacion oral estd teniendo €xitos muy promisorios para el tratamiento de leishmaniasis,
sin embargo, debido a que es teratogénico, no es aplicable en mujeres en edad reproductiva
a menos que estén tomando anticonceptivos'’ ¥ %,

Existen nuevas formulaciones para medicamentos empleados tres preparaciones
comerciales de lipidos asociados a la anfotericina B (LAAMB) actualmente bajo prueba
para el tratamiento de la leishmniosis, AmBisome (Vestar, USA) Amfocil (Liposome
technology inc, USA) y complejo lipidico de anfotericina B (Bristol Meyers Squibb, USA).
El mecanismo de accion de LAAMB es que el componente lipidico reconocera los
receptores celulares especificos y asi el medicamento puede dar en el blanco en sitios
particulares de la infeccion, por lo tanto mas drogas estaran disponibles para interactuar con
la membrana de ergosterol del parasito, y reaccionaran menos con el colesterol humano
reduciendo asi los efectos toxicos. Estas moléculas lipidicas también son fagocitadas por

los macrofagos por lo tanto la droga es liberada exactamente en el lugar especifico que los

o 22
parasitos infectan™.
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Ambisoma, es anfotericina B incorporada dentro de los liposomas hechos a base de
fosfatidilcolina, cholesterol y disterol fosfatidilglicerol. Este medicamento ha sido
empleado con éxito en el tratamiento de paciente con LV que no responden a los
medicamentos estandar. La amfocilina es una suspension coloidal de sulfato de holesterol
de anfotericina B. En hamsters infectados con L.donovani, la amfocilina fue de 4-15 veces
mas efectiva que la anfotericina B convencional. Investigaciones en pacientes con LV han
mostrado resultados prometedores. El complejo lipidico de anfotericina B, consiste de
lipidos como el dimiristoil fosfatidilglicerol y dimiristoil fosfatidilcolina La amfocilina
caus6 efectos secundarios incluyendo escalofrios, fiebre, aumento en la frecuencia
respiratoria y reaccion febril aguda presentaron 80% de los pacientes durante la infusion,
sintomas que cesaron con la administracion de un agente antiinflamatorio, tal como el
potasio de diclofenaco administrado todos los dias antes de cada infusiéon de amfocilina.
Debido a estas reacciones adversas peligrosas, amfocil esta unicamente indicado para
adultos mientras que la ambisoma puede emplearse en todas las edades .

La emergencia de resistencia a los medicamentos por parte de los paréasitos de
leishmania es el mayor obstaculo para su control. La carencia de respuesta a los
antimoniales pentavalentes en cerca del 5-70% de los pacientes en algunas areas endémicas
de leishmaniosis visceral ha sido un problema por muchos afios y se esta incrementando en
el mundo entero. Sin el prospecto de una promesa real de una vacuna en un futuro cercano,
hay una urgente necesidad de desarrollar nuevos y mejores medicamentos. Entre los nuevos
medicamentos actualmente bajo evaluacion clinica son aminosidina (Paromomycin),
imidazoles y triazoles y analogos de la purina (alopurinol). Los trabajos tardios sobre el
principio de que leishmania es inhébil de sintetizar purinas, el alopurinol es hidrolisado a
alopurinol riboside, un anélogo de la inosina. Este nucledsido es incorporado en lugar del
ATP dentro del RNA leishménico, interfiriendo con la sintesis normal de proteinas. El
Alopurinol solo no ha tenido mucho éxito en el ttratamiento de la leishmaniosis, sin
embargo el efecto sinérgico del alopurinol con el estiboglucano de sodio ha sido 1til en el
tratamiento de cinco casos de LV resistentes a antimoniales en Kenia. Otro medicamento
que esta mostrando resultados Optimos es la aminosidina. Este es un antibiotico de la

familia de los aminoglucésidos. Investigaciones clinicas en la India y Kenia han
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demostrado que cuando la aminosidina es usada en combinacion con el estiboglucano de
sodio es efectiva en el tratamiento a leishmaniosis visceral arreactiva “* ",

Otra alternativa terapéutica es la inmunoterapia empleada para mejorar la accion de
medicamentos antileishmanicos. Una de los métodos empleados es el uso de interferon
gamma (IFN-gamma) para el tratamiento de la leishmaniosis visceral. Las células
mediadoras del sistema inmune fallan en el reconocimiento de antigenos leishmanicos,
INF-gamma aumenta la respuesta a la muerte intracelular de los parasitos de leishmania
spp. y disminuye la dosis de antimoniales requeridos para la inhibicion o muerte de
leishmania spp. En Brasil, una combinacion de estiboglucano de sodio y INF-gamma
recombinante han sido utilizados para mejorar el tratamiento de 6 de 8 pacientes con LV
refractaria. Un estudio temprano en Brasil, reporté un intervalo del 46% de éxito y otro
studio en India en pacientes con Kala Azar produjo un rango de cura del 69%. El
tratamiento con INF-gamma es conocido por producir solo efectos colaterales menores los
cuales son usuales de las terapias cintoquinas. Fiebre y sintomas parecidos a un resfriado
son efectos colaterales comunes y fueron ficilmente aliviados con medicamentos
antipiréticos. El tratamiento con INF-gamma unicamente ha demostrado producir
disminucion en el nimero de parasitos de L. donovani en aspirados esplénicos, como sea
INF-gamma es mejor empleado en combinacién con drogas antimoniales “* ",

A pesar de estas estrategias para el tratamiento de la leishmaniasis, la aparaicion de
resistencia a éstos farmacos es un problema, por lo que se necesita de otras alternativas para
combatir estas resistencias. Una de estas propuestas es la utilizacion de productos naturales

provenientes de los metabolitos secundarios de las plantas.

1.2.2. Flavonoides
1.2.2.1. Estructura

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y protegen al
organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos ultravioletas, la
contaminacion ambiental, sustancias quimicas presentes en los alimentos, etc. El organismo

humano no puede producir estas sustancias quimicas protectoras, por lo que deben

obtenerse mediante la alimentacion o en forma de suplementos. Estan ampliamente
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distribuidos en plantas, frutas, verduras y en diversas bebidas y representan componentes
25

sustanciales de la parte no energética de la dieta humana

Estos compuestos fueron descubiertos por el premio Nobel Szent-Gyorgy, quien en
1930 aisl6 de la cascara del limon una sustancia, la citrina, que regulaba la permeabilidad
de los capilares. Los flavonoides se denominaron en un principio vitamina P (por
permeabilidad) y también vitamina C, (porque se comprobé que algunos flavonoides tenian
propiedades similares a la vitamina C). Sin embargo, el hecho de que los flavonoides fueran
vitaminas no pudo ser confirmado, y ambas denominaciones se abandonaron alrededor de
1950%.

Los flavonoides son un extenso grupo de compuestos polifenélicos™ que poseen un
bajo peso molecular y comparten el esqueleto comun de difenilpiranos®, o sea, un nucleo
basico de flavanos con dos anillos aromaticos o bencénicos (anillos A y B), interconectados
mediante un anillo heterociclico de tres dtomos de carbono, pirona (anillo C). La mayoria
de los flavonoides distribuidos contienen un doble enlace entren C-2 y C-3 y una ceto-
funcion en C-4 del anillo C, el cual se une al anillo B en C-2 (flavona) o en C-3
(isoflavona). Como resultado de modificaciones posteriores en los tres anillos,
particularmente en el anillo C, los flavonoides representan una de las mdas extensas y
diversas clases de metabolitos secundarios en las plantas®®. Su estructura puede ser abierta o
cerrada. En los anillos aromaticos se presenta sustitucion por uno o mas grupos hidroxilo,
por lo que son polifendlicos y, por esto, fuertemente 4cidos”. Los flavonoides contienen en
su estructura quimica grupos hidroxilo fenélicos y excelentes propiedades de quelacion del
hierro y otros metales de transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante por
ello desempefian un papel esencial en la proteccion frente a los fenémenos de dafio
oxidativo, y tienen efectos terapéuticos en un elevado numero de patologias, incluyendo la
cardiopatia isquémica, la aterosclerosis o el cancer™.

A los flavonoles y las flavonas se unen aziicares preferentemente a la posicion C3 y
con menor frecuencia al C7 del anillo A, de forma que estos compuestos se encuentran
comunmente como O-glicosidos, siendo la D-glucosa el residuo azucarado mas frecuente.
Otros residuos de azicares son la D-galactosa, la L-ramnosa, la L-arabinosa, la D-xilosa,
asi como el acido D-glucuronico. La parte sin aztcares de la molécula flavonoide se llama

aglicona. Los glucosidos son mas solubles en agua y menos reactivos frente a radicales
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libres que su aglicona o flavonoide respf:ctivo25 . El azicar puede unirse al grupo fendlico
por un enlace de éter (O glicosidos), o directamente al nicleo de flavonoides por un enlace
carbon carbon (C glucosidos) &

En la naturaleza se encuentran también ampliamente distribuidos los flavonoides
metilados, principalmente en las posiciones -3, -7 y -3°, la metilacién en la -4 es menos
comun, y en la -5° es rara. La metilacién en los flavonoides enmascara a los grupos
fendlicos reactivos y al mismo tiempo, cambia sus propiedades fisicas significativamente,
los hace solubles en éter cuando eran hidrofilicos. También se pueden entrelazar con

puentes de hidrégeno para formar complejos moleculares menores, o bien, pueden ligarse
29

otra clase de constituyentes vegetales tales como proteinas

1.2.2.2 Clasificacion

La variacion en el estado de oxidacion del anillo central de pirano de los
flavonoides, da lugar a una diferenciaciéon entre estos compuestos. Basandose en lo
anterior, se han identificado, hasta ahora, 14 tipos de flavonoides: flavonas, flavonoles,
flavanonas, dihidroflavonoles, chalconas, dihidrochalconas, auronas, isoflavonoides,

antocianidinas, leucoantocianidinas, neoflavonoides, biflavonoides, rotenoides vy

29
pterocarpanos” .

Flavonas

“Flavona™ es la raiz de la cual se deriva de la palabra flavonoide. En las flavonas
estan presentes los dos anillos de benceno A y B, y en el anillo C existe un doble enlace en
la posiciéon 2-3. Aunque actualmente se conocen alrededor de 128 flavonas, las mas
extensamente distribuidas son la apigenina y la luteolina, tanto libres o como glicosidos,

encontrandoseles en las hojas de angiospermas.

Flavanonas
Las flavanonas difieren de las flavonas en la falta del doble enlace en la posicion 2-
3. Aun no se han encontrado en la naturaleza, flavanona sin sustituyentes, sin embargo las

hidroxiladas son muy comunes, ya sea libres 0 como glucésidos, siendo la més simple 7-
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hidroxiflavanona. Como ejemplos de flavanonas, estan la naringina, la prunina y la

hesperidina.

Flavonoles

Difieren de las flavonas en que tienen un sustituyente hidroxilo en la posicién -3.
Los mas comunes son el kaempferol, la quercetina y la miricetina. Los flavonoles son
practicamente ubicuos en angiospermas lefiosas, aparecen menos frecuentemente en

angiospermas herbaceas y, excepcionalmente, en plantas inferiores.

Dihidroflavonoles

Estan constituidos por el mismo sistema de anillos fundamental de las flavanonas,
pero un sustituyente hidroxilo en la posicion -3. También se les llama 3-hidroxiflavanonas
o flavanonoles. El 7-hidroxidihidroflavonol es el mas simple conocido en la naturaleza.
Estos compuestos son intermediarios obligados en la biosintesis de otros flavonoides. Los
dihidroflavonoles se han encontrado solamente en algunas familias del reino vegetal:

Leguminosas, Rutdceas, Anacardiaceas, Moraceas, Ericéceas y otras, pero la informacién

disponible es limitada.

Chalconas

Las chalconas son flavonoides de cadena abierta, en los cuales los dos anillos
aromaticos se unen por un sistema carbonilo a-b instaurado de tres carbonos. Chalcona, sin
sustituyentes, no ha sido encontrada como producto natural, pero si hidroxilada en mayor o
menor grado. El patron de sustitucipon en el anillo A generalmente estd basado en un
sistema floroglucinol (2°, 4°, 6 -trihidroxi-), puesto que esta parte de la molécula deriva de
unidades de acetato. Como el anillo B se origina de un precursor fenilpropanoide,

comunmente exhibe un patréon de 4-mono-, 6 3,4-di-, 6 3.4, 5-trihidroxilacién.

Dihidrochalconas

La reduccion del doble enlace (a-b al carbonilo) en una chalcona produce una
dihidrochalcona, la cual se ha encontrado poco en la naturaleza pero, sin embargo, se

conoce su presencia desde 1835. Se ha aislado dihidrochalcona sin sustituyentes de Phallus

32




impudicus, y algunas dihidrochalconas hidroxiladas como la floridzina encontrada en el

manzano y en algunas especies de rosaceas, ericaceas, fagaceas, leguminosas y salicéseas.

Auronas

Las auronas estan basadas en un sistema de 2-bencilidenocoumarona y su
estereoquimica es Z. Esta clase de flavonoides puede ejemplificarse con la sulfuretina (6,3°,

4’-trihidroxiaurona) que se ha reportado en flores de Bidens sp y Dahlia sp y en la madera

Schinopsis sp.

Antocianidinas

Las antocianidinas carecen del grupo carbonilo en la posicion -4 y pueden tener
residuos de azlcares (glucosa, galactosa, arabinosa, fructosa) unidos a los sustituyentes
hidroxilo. Las antocianidinas naturales son importantes pigementos vegetales y su
coloracion se puede relacionar con el nimero de grupos hidroxilo del anillo B. Asi, con un
hidroxilo, como la pelargonidina, son de color escarlata; con dos hidroxilos, como
cianidina, son de color carmesi; y con tres, como la delfinidina, son putrpura. Son

particularmente abundantes en flores coloreadas.

Leucoantocianidinas

Las leucoantocianidinas son flavan -3,4-dioles incoloros que hacen soluciones rojas
con acido, debido a que se convierten en antocianidinas. Han sido aisladas principalmente
de madera y corteza de arboles, particularmente de especies de Acacia. Este grupo se puede

ejemplificar con la leucofisetinidina, aislada de Schinopsis lonentzii.

Isoflavonoides

Los isoflavonoides difieren de los otros flavonoides en que tienen el anillo B en la
posicion -3, en lugar de la -2. En este grupo estan incluidos muchos productos naturales
como isoflavonas, isoflavanonas, rotenoides, pterocarpanos y coumestanos. Las isoflavonas
son las mas comunes de los isoflavonoides y son caracteristicas de la familia a las
leguminosas, especialmente la subfamilia Lotoideae, aunque hay registros ocasionales de su

presencia en: amarantaceas, iridaceas, miristicaceas y rosaceas. Las isoflavanonas carecen
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del doble enlace 2-3, asi que se relacionan con las isoflavonas de la misma manera que las
flavanonas con las flavonas. El primero de estos compuestos aislados fue la padmakasteina,

de la corteza de Prunnus puddum.

Rotenoides
Estos compuestos tienen como base estructural un sistema de cuatro anillos,
cromanocromanona. Son isoflavanonas modificadas por un atomo de carbono adicional.

Actualmente se conocen 15 rotenoides, de los cuales el mas abundante y a la vez el primero

en aislarse es la rotenona.

Pterocarpanos

Se da este nombre a los compuestos derivados del sistema coumaranocromano.Por
muchos afios se conocieron la pterocarpina, y la homopterocarpina. Comunmente se les
encuentra en el corazoén de la madera de géneros tropicales de leguminosas, principalmente
de la subfamilia Lotoidae. En otras leguminosas, los pterocarpinos se han encontrado en las

raices de las plantas. La mayoria de estos compuestos tienen actividad fungicida.

Neoflavonoides
El termino neoflavonoide se usa para describir un grupo de compuestos naturales

con un esqueleto 4-arilcromano. El primero de estos compuestos aislado fue calofillolide y

después de unos afios se aislo la dalbergina.

Bioflavonoides

Actualmente pueden definirse como el producto del acoplamiento oxidativo de dos
unidades de chalcona y una modificacion subsecuente de la unidad central. Algunos se
pueden clasificar en 6 grupos, dependiendo de los carbonos con los que se enlazan las dos
unidades. Asi, por ejemplo, el enlace carbon-carbon puede estar entre las posiciones -3” y -
8’, como en el grupo de la amentoflavona, o entre las -6 y -8, como en el grupo de la
agatisflavona, entre las 8’ y -8°, como en el de la cupressuflavona, entre las -6 y -3°**, como

en el de la robustaflavona, o entre las -3 y -8”" como en el de la garcinia; o, si estdn unidas
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or un enlace carbon-oxigeno entre las posiciones -6 y -4°*°, como en el o0 de la
p gru

hinokiflavona®’.

1.2.2.3 Biosintesis y localizacion en la planta

Los flavonoides se sintetizan en las plantas y participan en la fase dependiente de
luz de la fotosintesis, durante la cual catalizan el transporte de electrones. Su formacién
tiene lugar a partir de los aminoécidos aromaticos fenilalanina y tirosina y también de
unidades de acetato. La fenilalanina y la tirosina dan lugar al 4cido cinamico y al 4cido
parahidroxicinamico, que al condensarce con unidades acetato, originan la estructura
cinamol de los flavonoides. Posteriormente se forman los derivados glucosilados o
sulfatados™.

Los flavonoides son biosintetizados por una combinacion de ambas vias
biosintéticas, la del 4cido shikimico y la del malonil-CoA. El compuesto obtenido por la via
biosintética del 4cido shikimico, p. ej. Acido cinamico, es luego utilizado como compuesto
de partida para la via del malonil-CoA, en la cual se le adicionan tres acetatos. Con la
posterior ciclacion se obtiene la estructura cléasica de los flavonoides, en la cual el anillo A
se form¢ por la via del malonil-CoA, mientras que el anillo B se formé por la via del acido
shikimico, y el puente de tres carbonos proviene de la adicion de fosfoenolpiruvato. Con
sucesivas hidroxilaciones y reducciones se forman los diferentes flavonoides, con la opcién
de una glucosidacion final®’.

La biosintesis de flavonoides es afectada por una larga serie de factores naturales,
tales como: la luz, la atmosfera, presencia de auxinas o inhibidores, nutricién de la planta,
presencia de carbohidratos y minerales, la temperatura, el agua y la presencia de patégenos.

Aunque se saben que se almacenan en las vacuolas, existe controversia acerca de la
parte de la célula en donde son sintetizados, al respecto existen dos opiniones: en una se
cree que son sintetizados en las vacuolas y ahi permanecen sin entrar en contacto con
enzimas citoplasmicas ni organelos, mientras que en la otra se cree que se sintetizan en el
citoplasma, en los plastidos y una parte es transportada después a las vacuolas®.

Los flavonoides se localizan practicamente en todas las partes de las plantas,
inclusive en los frutos, el polen, la raiz y el corazén de la madera. Se le encuentra en forma

libre (agliconas), o bien como glucésidos o derivados metilados. En el caso de los
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pigmentos, la glucosilacion es de gran importancia ya que los hace solubles en la savia, los
protege de la oxidacion enzimatica y los hace fotoestables. También es importante porque
de esta forma, se pueden conservar en las hojas materiales téxicos como formas inactivas.
Al respecto, se ha encontrado que los flavonoides libres son mucho mas bioactivos que los
correspondientes derivados glicosidicos®’.

Los flavonoides metilados son muy liposolubles y se piensa que se almacenan en el
citoplasma de las células y en la cara superficial de las hojas>. Por lo que los flavonoides se
ubican principalmente en las hojas y en el exterior de las plantas, apareciendo sélo rastros
de ellos en las parte de la planta por encima de la superficie del suelo. Una excepcién son
los tubérculos de cebolla, que contienen una gran cantidad de quercitina 4’-D-glucésidos.
En la uva estas moléculas se localizan en la piel, especialmente en las células epidérmicas,
y en las pepitas™.

Desempefian un papel importante en la biologia vegetal; asi, responden a la luz y
controlan los niveles de las auxinas reguladoras del crecimiento y diferenciacién de las
plantas. Otras funciones incluyen un papel antifingico y bactericida, confieren coloracion,
lo que puede contribuir a los fenémenos de polinizacién y tienen una importante capacidad

para fijar metales como el hierro y el cobre.

1.2.2.4 Funcién que desempeiian los flavonoides en la planta

La naturaleza etanélica de estos compuestos les confiere una gran solubilidad en los
fluidos biologicos, por lo que pueden moverse ficilmente a través de las membranas
biologicas. De ahi se predice que los flavonoides tienen influencia sobre una amplia
variedad de fenémenos biologicos, puesto que las membranas son un importante medio con
el cual los organismos controlan su bioquimica®.
También hay flavonoides que actian como inhibidores de enzimas o como precursores de
sustancias toxicas” .

Los efectos de los flavonoides como inhibidores o promotores de crecimiento de
plantas también han sido estudiados, concluyéndose que estan estrechamente relacionados
con las hormonas de crecimiento. Se ha encontrado que la inhibicién o promocién del

crecimiento que un flavonoide produce, esta en funcién principalmente de su patrén de
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hidroxilacion, los 4-hidroxiflavonoides aumentan la actividad enzimatica, mientras que los
3" 6 4’-hidroxiflavonoides son inhibidores®’.

Asi también, se ha establecido que la naringenina es un inhibidor de crecimiento.
Los flavonoides también tienen injerencia en la respiracion y la fotosintesis de las plantas®.

Puesto que los flavonoides inician, promueven o inhiben el crecimiento de plantas
provocando cambios morfoldgicos, los cuales pueden a su vez alterar el tiempo o secuencia
del desarrollo reproductivo, se dice que estan relacionados también con la morfogénesis y
determinacién de sexo de las plantas. Sin embargo existe controversia en considerar o no a
los flavonoides como fitohormonas sexuales®’.

Las antocianinas son protectores de los rayos UV, ya que actian absorbiendo los
rayos UV con un radio entre 270 y 290 nm, por lo que son consideradas como fuertes
absorbentes de UV-B, moderando el dafio de ADN, proteinas, y membranas en las plantas
que crecen en ambientes con altas concentraciones de UV-B*',

Debido a su actividad antioxidante los flavonoides protegen a la planta de los
incrementos o decrementos de la temperatura ambiental, ya que estd demostrado que
cuando la planta es sometida a este tipo de estrés, ésta incrementa la produccioén de
flavonoides®’.

Los flavonoides participan en la resistencia a los niveles elevados de metales en la
tierra, ya que los flavonoides se unen a los metales, evitando el proceso oxidativo. También
estan involucrados en la reproduccion de la planta, tanto en tejidos como en semillas. Esto
debido a su proteccion de los rayos UV y a su actividad antioxidante®'.

Los flavonoides desempefian un papel de gran importancia en las relaciones
ecoldgicas de las plantas con otros organismos tales como otras plantas, insectos benéficos
o predadores y animales®. Por ejemplo los isoflavonoides actian como fitoalexinas, las
cuales pueden definirse como compuestos antimicrobianos de bajo peso molecular. Tanto
los isoflavonoides, isoflavonas, isoflavanos e isoflavanonas, son extremadamente toxicas
para los patogenos fingicos. Ya que inhiben la germinacion de las esporas fungicas. Ciertos
flavonoides son usados por la planta para protegerla de la invasion de parasitos’".

Las innumerables coloraciones azules, moradas, violeta y colores cercanos al rojo,

presentes en las células de flores, frutos, hojas y tallos de plantas, se deben a pigmentos de
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antocianidinas. Estos mismos compuestos son los que colorean los jugos de frutas y

: 9
VIIIOS2 .

Asi también, los pigmentos amarillo brillante que contribuyen a dar esa coloracion a
muchas flores, se deben a otros flavonoides de los tipos chalconas y auronas. Aunque la
mayoria de las flores amarillas deben su color a la presencia de carotenoides. Colorean
también el material de otros tejidos como la madera, hojas y semillas de algunas plantas®.

Asi, estos flavonoides tienen un papel ecoldgico establecido en proveer de colores
atractivos a las flores para promover la polinizacién y la dispersién de frutos y semillas, ya
que la mayor parte de las correlaciones entre el color de las flores y los tipos de insectos
que las visitan, son atribuidas en gran parte, a los flavonoides®’.

Es bien conocido que los insectos tienen sistemas visuales que les permiten ser
particularmente sensitivos a los colores de las flores. Estos compuestos producen patrones
coloridos que, para el insecto, pueden prometer alimento, producir repulsion, enojo, ataque
Y, como consecuencia, polinizacion; o bien desanimar al polinizador de visitar otra vez la

misma flor y asi aumentar la probabilidad de que visite un miembro no polinizado de la

. L
misma espec1e2 .

Los flavonoides, como muchos metabolitos secundarios, pertenecen a un complejo
sistema quimico de defensa de la planta contra sus competidores y sus enemigos, entre los
que se incluyen herbivoros y microorganismos patégenos, ya que muchos de ellos son
téxicos para animales y otras plantas, o al menos repelentes. A esta relacién bioquimica se
le llama alelopatia®®.

Las fitoalexinas son metabolitos secundarios que la planta sintetiza cuando se ve
atacada por hongos y bacterias patdgenos. De las fitolexinas conocidas hasta la fecha, la
mayoria son flavonoides, y especificamente pterocarpanos. También algunas flavanonas,
dihidroflavonoles e isoflavonas poseen actividad fungicida notable, tales como la
formononetina, la dizdeina, la genisteina y la prunetina®’.

En el caso de los insectos, la toxicidad de flavonoides comunes se ha demostrado en
Hehothis viresens, H. zea y Pectinophora gossypiella (gusano rosado). Cuando su
alimentacion contiene bajas concentraciones de quercetina, y tres de sus glucésidos, lo
repelen, y cuando se les aplica en la dieta concentraciones arriba de 0.2%, estos flavonoides

matan la larva. S6lo un grupo de flavonoides se conoce como especialmente toxico para
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insectos, este es el de los rotenoides, presentes en Lonchocarpus nicou y en Derris elliptica,
los cuales son usados comercialmente como insecticidas®”.

El principal papel de los flavonoides incoloros, presentes en el tejido de las hojas, es
el de proveer a la planta de sustancias quimicas contra herbivoros, ya que su sabor, de
amargo hasta dulce, las hace en general, desagradables para estos o actian como
inapetentes en algunos casos. Se ha descubierto también que algunos isoflavonoides tienen
actividad estrogénica en mamiferos y se han aislado compuestos activos, principalmente de
trifolium subterraneum, T. repens y Medicago sativa (alfalfa). Se ha demostrado que los

compuestos mas activos tienen dos sustituyentes hidroxilo en posicién “para” en cualquier

anillo’.

1.2.2.5 Distribucién

Los flavonoides se encuentran en frutas, verduras, semillas y flores, asi como en
cerveza, vino, té verde, té negro y soja, los cuales son consumidos en la dieta humana de
forma habitual y también pueden utilizarse en forma de suplementos nutricionales, junto
con ciertas vitaminas y minerales. Los flavonoides se encuentran también en extractos de
plantas como arindano, ginko biloba, cardo, mariano o crataegus. El vino tiene un alto
contenido en compuestos polifenélicos, aproximadamente se conocen unos 500, la mayoria
de los cuales provienen de la uva y del proceso fermentativo. Su cantidad y tipo depende
principalmente de la variedad de la vid, del clima, del terreno y de las practicas de cultivo.
La cerveza también contiene importantes cantidades de flavonoides entre los que destacan
los polihidroxiflavanos (catequina y epicatequina), los antocianégenos (leucocianidina o
leucopelargonidina) y los flavonoles (grupo de quercitinas: kaempferol o mirecitina) >°.

Catequinas, flavonoles, y proantocianidinas son abundantes en frutas. En contraste
flavanonas y flavonas estén restringidas a variedades de citricos tales como la naranja y el
limén. Las flavonas también se encuentran en algunos vegetales tales como apio, chiles
dulces, y lechuga. Catequinas y procianidinas, no se encuentran en hojas verdes o raices de
vegetales pero han sido encontradas en legumbres tales como frijoles verdes. El tomate es
el unico vegetal que posiblemente contiene las flavononas naringenina y hesperidina.
Especies de ajo y cebollas rojas representan una fuente rica de quercetina. Vegetales tales

como bréceoli, col rizada, col y coles de brucelas tienden a contener mezclas complejas de
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flavonoles, con significativas cantidades de kaempferol y glucésidos de mirecitina

presentes en adicion a conjugados de quercetina.

Se han identificado mas de 5,000 flavonoides, entre los que se pueden destacar:

1.

Citroflavonoides: quercitina, hesperidina, rutina, naranjina y limoneno. La
quercitina es un flavonoide amarillo-verdoso presente en cebollas, manzanas,
brocolis, cerezas, uvas o repollo rojo. La hesperidina se encuentra en los ollejos de
las naranjas y limones. La naringenina da el sabor amargo a frutas como la naranja,
limé6n y toronja, y el limoneno se ha aislado del limén y la lima.

Flavonoides de la soya o isoflavonoides: estan presentes en los alimentos con soya
tales como porotos, tofu, leche, proteina vegetal texturizada, harina, miso. Los dos
mas conocidos son la genisteina y la daidzeina.

Proantocianidinas se localizan en las semillas de uva, vino tinto y extracto de
corteza del pino marino.

Antocianidinas: son pigmentos vegetales responsables de los colores rojo y rojo-
azulado de las cerezas.

Acido elagico: es un flavonoide que se encuentra en frutas como la uva y en
verduras.

Catequina: el té verde y negro son buenas fuentes.

Kaempferol: aparece en puerros, brocoles, rabano, endibias y remolacha roja™.

Algunos tipos de flavonoides estan més extensamente distribuidos que otros, asi, las

flavonas, flavonoles y antocianidinas son universales, mientras que las isoflavonas y los

: & o 9
bioflavonoides se encuentran solo en pocas familias de vegetales®”.

1.2.2.6 Biodisponibilidad, absorcién y metabolismo de los flavonoides

El metabolismo de los flavonoides es intenso y una parte se excretan por la orina.

La transformacion de los flavonoides tiene lugar en dos localizaciones: en primer lugar en

el higado, por medio de reacciones de biotransformacién de fase 1 en las que se introducen

0 exponen grupos polares; en segundo lugar en el colon mediante reacciones de

biotransformacién de fase II, en las que los microorganismos degradan los flavonoides no

absorbidos. La conjugacién con el acido glucurénico, sulfatos, o glicina, parecen tener
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lugar tanto para los flavonoides como para sus metabolitos procedentes del colon. Los

conjugados, solubles en agua, pueden excretarse por la orina®

Para evaluar los efectos biolégicos de los flavonoides, asi como de cualquier
farmaco o componente alimenticio, uno de los mas importantes aspectos es la
biodisponibilidad, en la que influyen factores tales como estructura quimica, absorcion,

distribucién y eliminacién®.

1.2.2.7 Propiedades biologicas y usos

A los flavonoides se les atribuyen numerosas actividades fisiologicas, lo que ha
dado lugar a varias revisiones de sus efectos farmacodindmicos®®. Numerosos compuestos,
en su mayoria del tipo de las flavonas, han sido reportados hasta ahora como bioactivos;
asi, algunos actian como estimulantes cardiacos, otros, como la hesperidina fortalecen los
vasos sanguineos débiles. También, algunas flavonas altamente hidroxiladas actian como
diuréticos y como anticoagulantes de grasas®.

Los derivados de las flavonas, tales como el producto de condensacion de la 7-
hidroxiflavona y el bromoacetato de etilo, poseen actividad vasodilatadora de la coronaria.
En pruebas clinicas realizadas en Italia, se ha encontrado que este producto es mas efectivo
y menos téxico que la nitroglicen'nazg.

También ha sido reportada la accion anticancerigena, antiaterogénica, debido a su
proteccion antioxidativa del ADN y de las lipoproteinas de baja densidad, modulacion de la
inflamacion, inhibicion de la agregacion plaquetaria, efectos estrogénicos y modulacion de

la expresion del receptor de adhesion’

. Algunas flavonas han presentado actividad
antihistaminica, espasmolitica, anticonvulsivante, analgésica y broncodilatadora.
Propiedades citotoxicas y antivirales han sido reportadas también para ciertas flavonas, asi
como propiedades antiinflamatorias, principalmente de los biflavonoides®.

Es conocido que los flavonoides inhiben la funcién de muchas proteinas de union al
ATP, tales como la ATPasa mitocondrial, miosina, ATPasa de membrana de Na/K y Ca,
proteinkinasas, topoisomerasa II y proteinas resistentes a multiples drogas’'.

Muchos flavonoides han mostrado aumentar su actividad al interactuar con las ADN

topoisomerasas, enzimas clave que gobiernan procesos importantes como la replicacion,

e G s - —~ 28 .
transcripcion, recombinacion, integracion y segregacion cromosomal™. Los flavonoides
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genisteina y orobol, que no se intercalan en la doble cadena de ADN.y quercetina,
mirecitina, y biacelina, que si se intercalan, median la promocién de la topoisomerasa, y el
rompimiento en sitios especificos del ADN en células de mamiferos in vitro>>=*.

Recientemente, se reporté que la quercetina y flavonoides relacionados, acetina,
apigenina, kaempherol, y morina, inhiben a la topoisomerasa 1 eucaridtica- catalizadora de
la religacion del ADN. Estos compuestos no actiian directamente sobre el intermediario
catalitico y tampoco interfieren con la ruptura del ADN?', Como estabilizacion de la ADN
topoisomerasa I “Complejo de ruptura” es una lesion citotoxica conocida in vivo, estos
flavonoides son candidatos potenciales en el disefio de drogas antineoplasicas,
antibacteriales o antiparasitaria®~, ya que muchas drogas importantes anti-tripanosomales y
anti-leishméanicas como pentamidina, berenil o samorin, asi como antineoplasicos,
etoposido y 4-[9-Acridinylamino]-N-[methanesulfonyl]-m-anisidina (mnAMSA) promueven
la formacién del “complejo de ruptura” entre el ADN minicirculo en el cinetoplasto y la
topoisomerasa tipo 1 mitocondrial®’.

Tanto la luteolina como la quercetina inhiben el crecimiento de promastigotes de
Leishmania donovani, asi como los macréfagos infectados con amastigotes in vitro, e
inducen la detencion del ciclo celular en la fase G1, iniciando la apoptosis. Estos dos
compuestos también promueven la ruptura de kADN mediada por la topoisomerasa II. La
formacién del complejo de ruptura inducida por estos compuestos puede estar relacionado
con la citotoxicidad hacia los parasitos in vitro. También, la administracién oral de luteolin
Y quercetina, dos veces a la semana por un mes, a hamsters dorados 4 dias post-infeccion,
causé disminucion significativa de la carga de parasitos esplénicos, comparados con los
hamsters no tratados o testigos®.

En otro estudio proponen a todas las flavonas y a las flavon-3-ol agliconas con
mayor actividad leishmanicida, siendo las mas potentes la fisetina, 3-hidroxiflavona y la
luteolina™®.

La propiedad insecticida de la rotenona, y compuestos relacionados, es muy
conocida desde hace mucho tiempo. El principal efecto de los rotenoides sobre insectos es
una disminucion en la capacidad para tomar oxigeno, lo que finalmente les produce la

muerte. Sin embargo son poco téxicos para los humanos. Estudios bioquimicos han
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revelado que estos actian como inhibidores especificos de la NADH2 deshidrogenasa en la
cadena respiratoria mitocondrial®’,

Los rotenoides utilizados comercialmente como insecticidas, principalmente la
rotenona, que es potente contra un extenso rango de plagas. Se usa ampliamente en la
agricultura, para controlar masticadores de hoja como escarabajos, orugas y afidos. Su
limitacion es que son poco solubles en agua, pero son muy activos a bajas
concentraciones’.

La principal fuente de estos compuestos son las raices de dos plantas selvaticas
Lonchocarpus nicouvar utilis y Derris elliptica™ . Sus propiedades anti-radicales libres se
dirigen fundamentalmente hacia los radicales hidroxilo y superéxido, especies altamente
reactivas implicadas en el inicio de la cadena de peroxidacién lipidica y se ha descrito su
capacidad de modificar la sintesis de eicosanoides (con respuestas anti-prostanoide y anti-
inflamatoria), de prevenir la agregacién plaquetaria (efectos antitromboticos) y de proteger
a las lipoproteinas de baja densidad de la oxidacion (prevencion de la placa de ateroma) *°.

Ademas de sus conocidos efectos antioxidantes, los flavonoides presentan otras
propiedades que incluyen la estimulacion de las comunicaciones a través de las uniones
hendidura, el impacto sobre la regulacion del crecimiento celular y la induccién de enzimas
de destoxificacién tales como monooxigenasas dependientes de citocromo P-450, entre

otraszs.

Las propiedades acido-base muestran que los radicales flavonoides son neutros en
un medio acido (por debajo de pH 3) y con una carga negativa a pH 7. Las repercusiones de
la carga negativa son sumamente importantes en la evaluacion del potencial antioxidante de
los flavonoides. Primero, el radical cargado negativamente no es probable que pase a través
de la membrana celular con carga negativa. Segundo, la reaccién de los radicales
flavonoides con la vitamina E, que es termodinamicamente factible para algunos radicales
flavonoides, tiene un obstaculo adicional a causa de la repulsion electrostatica entre el
anion del radical flavonoide y la membrana fosfolipidica cargada negativamente, donde la
vitamina E se incrusta. Tercero, la oxidacion de un solo electrén de los flavoniodes por
cualquier oxidante tendra una barrera entrépica, porque por lo menos dos protones se

intercambian en la reaccion. Los protones pueden intercambiarse entre los reactantes o con
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el solvente en el estado de transicion, en este caso, la interfase del enlace con hidrogeno
debe tenerse en cuenta®.

Los flavonoides son captadores de donadores de radicales hidrogeno (antioxidantes)
mediante el complejo de iones de hierro, los flavonoides suprimen la reaccién de Fenton
dirigida por superoxido. El complejo de cobre es también una importante actividad de
ciertos flavonoides, especialmente aquellos con estructura catecol en el anillo B*".

Los flavonoides han demostrado actividad contra alergias, inflamacién, virus,
hipertension, artritis, mutaciones y carcionogénesis, cancer, y SIDA. Los polifenoles
inhiben la fosfodiesterasa cGMP y cAMP, xantina oxidasa y elastasa’’.

Las isoflavonas y sus metabolitos tienen estructura similar al estradiol de los
mamiferos. Como fitoestrogenos se piensa que bloquean los receptores de estrogenos
mediante inhibicion competitiva, y asi inhiben la sintesis de estrogenos. Por lo que actian
disminuyendo el riesgo de canceres dependientes de hormonas como el céncer de mama y

el de prostata®® .

El consumo de vino rojo en humanos reduce la adhesiéon de TNF-alfa de los
monocitos a las células endoteliales in vivo y estd asociada con la regulacién de moléculas
de adhesion monociticas, en la activacion tardia particular del antigeno-4 (VLA-4).

Las semillas de uva reducen la expresion de moléculas de adhesion en la esclerosis
sitémica, almenos el efecto in vitro fue Gnicamente evidente en la expresion de VCAM-1.
La quercetina disminuye la expresion de ICAM-1 evitando la activacién de TNF-alfa de la

proteina-1 activadora (AP-1) via INK*'.

1.2.3 Terpenoides
1.2.3.1 Estructura .
Grupo variado de compuestos con (o formados a partir de) una unidad estructural de
cinco carbonos en comun, el isopreno. Se les conoce como isoprenoides, terpenoides o
terpenos.
En el reino vegetal se han encontrado miles de terpenoides, y todavia no se ha
podido estimar el nimero real. Muchos son de interés gracias a su uso comercial y porque

ilustran la capacidad de las plantas de sintetizar un vasto complejo de compuestos que los

animales no forman>’.

44




Excepto por el isopreno (CsHg) en si m mismo, los isoprenoides son dimeros,
trimeros o polimeros de unidades de isopreno, donde estas unidades suelen estar unidas con

una disposicion “cabeza-cola™ *°.

1.2.3.2 Clasificacion

Los terpenoides se pueden dividir segin el nimero de unidades de isopreno que

contienen. Estos grupos son los siguientes*’:

Hemiterpenos

Los hemiterpenos como el alcohol 3,3-dimetilalilico y el isopentenol, son
constituyentes de algunos aceites escenciales. El acetato de isoamilo, forma parte de la
feromona de alarma de abejas. El isopreno es secretado por las hojas de diversas plantas;

los tuliposidos, presentes en los bulbos de los tulipanes, son precursores de las tulipalinas

fungitoxicas.

Monoterpenos

Los monoterpenos son metabolitos secundarios de las plantas superiores, pero
también son sintetizados por animales; estan presentes en algunas secreciones defensivas de
los insectos, glandulas de cocodrilos y en unos cuantos microorganismos. Ademas de los
ejemplos de la tabla 3, podemos mencionar otros monoterpenos comunes como el cifielo,
a- y B- pineno, mirceno, citral, citronelal, alcanfor y limoneno™.

También se les puede encontrar en hojas, flores, frutos, etc. Son elaborados por las
plantas, a las que les sirven, entre otras cosas, para inhibir la germinacion de otras especies
y asi evitar la competencia, especialmente por el agua, si esta es escasa.

Lo anterior se confirm6 al estudiar algunas especies nativas de las zonas édridas del
sur de California, entre estas Salvia leucophyla y Artemisia californica. En ellas se
demuestra que los terpenos que producen estas especies vegetales les sirven para inhibir la
geminacion y, en caso de que esto suceda, retardar el crecimiento de las plantas vecinas; de

esta manera elimina a la competencia por el agua que es tan escasa en el desierto®'.
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Los autores observaron que en afios lluviosos, el mecanismo no funcionaba y que junto a

los arbustos de salvias y artemisas crecian numerosas plantas, ya que el agua alcanzaba

para todas*'.

Tabla 3. Clasificacion de los terpenoides

No. De
moléculas de Grupo de compuestos Ejemplos
isopreno
. Isopreno, alcohol dimetilalilico, isopentenol,
1 Hemiterpenos ; =
alcohol isoamilico
Constituyentes de los aceites escenciales
2 Monoterpenos (geraniol, mentol, timol), irinoides (loganina,
secologanina)
Constituyentes de aceites escenciales
; (Farnesol, bisabolol) y lactonas
3 Sesquiterpenos : P SR Tt
sesquiterpénicas (matricida, acido absicico,
hormonas juveniles, sirenina)
: Constituyentes de las resinas (4cido abidtico,
4 Diterpenos e :
fitol, vitamina A, crocetina)
Consti ipi
5 SetREE onstituyentes de extractos de lipidos
insaponificables
6 Triterpenos Escualeno, esteroides, triteroenos pentaciclicos
8 Tetraterpenos Carotenos, xantofilas
>8 Politerpenos Solanesol, espadicol, hule

Un estudio cuidadoso revelé que la toxina que estas plantas desprenden, es una
mezcla de terpenos simples entre los que se encuentran los o y  pinenos, el alcanfor y el
cineol*’. Se demostré que estas sustancias son las responsables de la inhibicién en la
germinacion y crecimiento de las plantas vecinas y que los diversos terpenos que elaboran
las salvias y las artemisas, el cineol y el alcanfor son los més activos*'. Se demostré que
estas sustancias son las responsables de la inhibicion de la germinacion y crecimiento de las
plantas vecinas.

Los irinoides son monoterpenos que toman su nombre del iridodial, un
constituyente de las secreciones defensivas de la hormiga lridomyrmex. Existen también
alcaloides iridoideos, por ejemplo la gentianina y los alcaloides iridoideos de Valeriana
afficinalis, que ademas, contiene epoxidos iridopideos (valepotriatos, valtrato) que son
sedantes. De gran importancia son los alcaloides iridoideos de Catharanshus raseus. La

nébeda (Nepeta, Labiatae) goza de propiedades excitantes, especialmente en los gatos
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(posiblemente porque su olor recuerda a algunas esencias utilizadas por estos animales en
el marcaje territorial), debido a su contenido en nepetalactona, que también funciona como

repelente de insectos’ .

El irinoide loganina, tiene un interés especial pues resulta un intermediario clave en
la sintesis de los complejos alcaloides del indol*’.

Los irinoides son sustancias amargas que pueden repeler a los depredadores, pero
que también atraen a algunos organismos especialistas. Algunos se usan para la fabricacién

de licores y con fines medicinales™.

Sesquiterpenos

Son productos naturales de quince atomos de carbono, formados por la unién de tres
unidades isopreno®', pueden ser alifaticos o ciclicos, pueden contener dobles ligaduras o
estar saturados; frecuentemente contienen grupos hidroxi, oxo, aldehido, acido carboxilico
y lactonas, lo que explica su enorme variedad. Estdn ampliamente distribuidos entre las
plantas superiores, son componentes de muchos aceites esenciales y tienen volatilidad alta;
algunos se usan en medicina o son de interés comercial®’.

El sesquiterpeno mas sencillo y que se considera precursor de los demas es el
farnesol, sustancias que aunque se encuentra en numerosas plantas, siempre estan en
pequefias cantidades. Se les conoce como reguladores del crecimiento de las plantas.
También se ha mencionado la actividad citotoxica y promotora de la formacion de las
raices. Tanto el farnesol y su acetato, asi como varios de sus derivados, tienen actividad de
hormona juvenil en insectos*!.

La sirenina, es un sesquiterpeno que contituye la feromona sexual de Allomyces y
determina la atraccion de los gametos masculinos hacia los femeninos. En las plantas
superiores y en los insectos, el acido abscisico, el acido faséico, la xantoxina y la hormona
juvenil III (su principal efecto es controlar la maduracion de las larvas), actian como
hormonas, incluso existen algunos que unque son producidos por las plantas, ejercen en los
insectos una actividad hormonal, como la juvabiona y la dehidrojuvabiona; por esta razon,
estos sesquiterpenos tienen importancia como insecticidas®.

Entre los sesquiterpenos destacan las lactonas sesquiterpénicas por sus interesantes

propiedades quimicas y biologicas. Sus propiedades biologicas varian desde antihelminticas
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de la santonina pasando por la actividad reguladora del crecimiento vegetal de la heliangina
y la inhibidora de tumores cancerosas que posee la vernolepina.

Los sesquiterpenos son constituyentes de las escencias florales que atraen
polinizadores (B-ionona, bisabolol y S-cadineno). También contribuyen a los sabores y
olores de especias, productos alimenticios y bebidas. Algunos (risitina e ipomeamarona)
son fitoalexinas formadas en las plantas en respuesta a infecciones microbianas. Otras, son
toxinas producidas por los microbios, como el helmintosporal. Clitocybe illudens (hongo
bioluminiscente) produce dos principales sesquiterpenos toxicos: iludina M e iludina S.
Ciertos escarabajos, producen la cantaridita como un antialimentario. Los ésteres del
tranasfarnesilo son feromonas sexuales de algunas abejas; y el transfarnesol regula la
concentracion de los estomas de las plantas, y de esta forma, la respiracion.

Por ultimo debe mencionarse al gran grupo de lactonas sesquiterpenicas, que tienen
un interés especial, ya que muchas de ellas poseen potentes propiedades antitumorales.
Muchos de estos metabolitos se encuentran en una sola familia de plantas, la Compositae o
Asteraceae. Por ejemplo, la alfa-santonina, vernolepina, plenolina y elefantanina®*.

El nimero de tipos diversos de esqueletos sesquiterpenicos parece no tener fin, cada
afio se descubren nuevos y mas exoticos compuestos, en particular en los organismos

marinos, que han mostrado ser una rica fuente de sesquiterpenos halogenados*'.

Diterpenos
Los diterpenos son sustancias alifaticas tri o tetraciclicas que pueden contener

diversos grupos funcionales. Algunos como la aconitina (alcaloide diterpénico), contienen

nitrégeno®’.

Los diterpenos constituyen un grupo de sustancias formadas por ciclizacion del
geraniol, lo que origina numerosos tipos de estructuras”'.

Los diterpenos se encuentran distribuidos en plantas, animales y microorganismos,
pero los alcaloides diterpénicos son exclusivos de las plantas superiores. Los diterpenos
pueden derivarse de los tetraterpenos en plantas y animales®’.

Muchos diterpenos con estructuras muy diversas son de gran interés por su
comportamiento quimico como por sus interesantes propiedades biologicas entre las que

destacan la actividad reguladora del crecimiento vegetal que tienen las giberelinas, la
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actividad antialimenticia para insectos que tienen algunos diterpenos entkaurénicos, las
propiedades toxicas de los diterpenos con esqueleto taxano®'.

La transformacion del geranil-geraniol a fitol es de gran importancia, ya que este es
constituyente de las clorofilas. El fitol también es constituyente del gitano y pristano;

ambos compuestos se encuentran comunmente en los sedimentos de los lagos y rios,
9

incluso, han sido detectados en los fosiles del precambrico’

Los diterpenos son constituyentes de las resinas, por ejemplo, el 4cido abidtico, el
cual es ingerido de las Pinaceae y acumulado por las larvas de ciertos insectos para repeler
a sus depredarores. El acido carnosélico, es un constituyente amargo de las Labiatae. El
geranilgeraniol, su acetato y el cembreno A, son contituyentyes de las feromonas de abejas,
hormigas y termitas, respectivamente. Las andromedotoxinas (acetilandromedol) son
compuestos toxicos comunes en la Ericaceae, que incrementan la constancia de la
polinizacién®.

El copalil-pirofosfato es el producto clave en la sintesis de las giberelinas, hormonas
de las plantas, que también son producidas como fitotoxinas por el hongo Gibberella
Jujikuroi. Los anteridiégenos que poseen actividad homonal en los helechos, estin

estructuralmente relacionados con las giberelinas™.

Sesterterpenos. Este es un pequefio grupo de terpenos, de los que se conocen sélo
unos cuantos compuestos, por ejemplo, los mas numerosos, las ofiobolinas, se han
descubierto en los hongos. Las ceras de algunos de los insectos contienen algunos

sesterterpenos. Asi mismo, en las esponjas del género Ircinia, se han aislado una serie de

furanoides (variabilina) *°.

Triterpenos
La dimerizacion del sesquiterpeno farnesol origina al escualeno, triterpenoide
fundamental, fuente de otros triterpenoides y de los esteroides. Existen pocas diferencias

entre triterpenos y esteroides, por lo que generalmente se consideran como un solo grupo de

= o 39
metabolitos secundarios .

Algunos triterpenos, como los hopanoides, son estabilizadores de las membranas en
algunos procariotas. El lanosterol, se usa como emulsificante en la industria farmacéutica.

Las cucurbitacinas debido a su amargo sabor, funcionan como antialimentarios para
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muchos herviboros, en acambio atraen a los escarabajos especialistas que utilizan a las

Cucirbitaceae como alimento>’.

Tetraterpenos

Se originan por la dimerizacion de unidades C,9. Muchos de los carotenoides son
tetraterpenos. Sin embargo, algunas bacterias contienen carotenoides C3y C4s y Cso. Los
carotenoides Cy se originan del diterpeno fitoeno™".

Los carotenoides se caracterizan por una serie de dobles ligaduras conjugadas;
pueden ser alifaticos o ciclicos; carecen de oxigeno (carotenos) o tienen una gran variedad
de radicales que lo contienen; las xantofilas, son sintetizadas a partir de los carotenos y
contienen grupos ep6xidos. El color de los carotenoides varia de amarillo hasta rojo; son
sintetizados tanto por plantas como por microorganismos. En las plantas superiores, los
cloroplastos constituyen el principal sitio de sintesis. Los animales pueden procesar los
carotenoides que toman de los alimentos®”.

Los carotenoides son copigmentos en la fotosintesis y protegen a los tejidos de las
plantas de la luz ultravioleta y las radiaciones visibles de onda corta. Los carotenoides
zeaxantina y violaxantina estan involucrados en la regulacién de la fotosintesis a nivel de la
membrana de los tilacoides”.

Los carotenoides median las respuestas fototropicas en las plantas superiores y hongos; son
pigmentos florales que atraen a los polinizadores y fortalecen la rigidez de la membrana,
tanto en microorganismos como en plantas’ .

En los animales, los carotenos son convertidos en retinal, el que subsecuentemente
se convierte en retinol (vitamina A). El retinal es importante en la percepcion de la luz, en
animales y microorganismos. El pigmento visual rodopsina (cromoproteina) de la retina del
0jo humano, contiene 11-cis-retinal. La rodopsina se decolora con la luz y se regenera en la
oscuridad®.

Las esporopoleninas, son polimeros oxidativos de los carotenoides y ésteres de
carotenoides, presentes, por ejemplo, en la pared de los granos de polen y esporas de
plantas y microorganismos. Las esporopoleninas son extremadamente resistentes a la
descomposicion, de tal manera que los granos de polen y las esporas pueden sobrevivir

millones de afios; su estructura quimica no ha sido totalmente identificada®®.
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Politerpenos

Sin duda, el mas importante de los poliisoprenoides es el hule (las moléculas de hule
varian en tamafio, entre 500 y 5000 unidades de isopreno), que se obtiene, por ejemplo del
latex de Hevea brasiliensis donde se encuentra en un sistema de células especializadas
conectadas entre si que constituyen los vasos lacticiferos. El latex contiene particulas de
hule con un didmetro mayor de 3 micrometros. Las particulas del hule estan suspendidas en
el plasma celular liquido junto con el nucleo, mitocondrias, ribosomas, enzimas solubles,

etc. Aproximadamente el 1% de todas las plantas tienen la capacidad de sintetizar

3% 5 9
poliisoprenoides®.

1.2.3.3 Biosintesis y localizacion en la planta

La unidad de isopreno se sintetiza por completo a partir del acetato de acetil CoA
mediante lo que se suele llamar camino del 4cido mevalénico, porque el mevalonato es un
intermediario importante. Tres moléculas de acetil CoA proporcionan los cinco carbonos
necesarios para una unidad de isopreno, mientras que el sexto carbono se pierde del
pirofosfato de mevalonato en forma de CO,™.

Es poco comun que una especie en particular pueda tener todos los tipos de
terpenoides, por eso es notable el caso de guayule (Parthenium argentatum) ya que
contiene casi todas las clases de terpenoides; tiene monoterpenos en su aceite esencial,
contiene también sesquiterpenos (parteniol y guayulinas A y B), triterpenos (argentatinas
A, B y C) ademas de politerpenos en formas de hule en un alto porcentaje*'. La industria
perfumera los aisla de flores, hojas y raices, para fabricar perfumes de alto valor

5 2l
comercial™.

1.2.3.4 Funcion que desempeiian en la planta

La funcion de los isoprenoides en la fisiologia vegetal varia ya que intervienen en
los mecanismos de autodefensa, funcionan como hormonas (giberelinas, 4cido absidico),
pigmentos fotosintéticos (fitol, carotenoides), transportadores de electrones (ubiquinona,
plastofatos), mediadores de la unién de polisacaridos (fosfatos de poliprenilo) y

componentes estructurales de las membranas (fitosteroles). Algunos terpenoides (las
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humanos. Por hidrélisis de las saponinas se obtienen carbohidratos y una glucona, llamada
genéricamente sapogenina, la cual puede tener un esqueleto esteroidal (tipo colano) como
en la esmilagenina, o de triterpeno tipo B-amirina como en la chichipegenina; tipo a-
amirina, como el 4cido asiatico; tipo lupeol, como en la estallogenina; o de tipo tetraciclico
como en el panaxadiol®'.

Las saponinas estan conformadas por unidades de aziicar y usualmente contienen
glucosa, galactosa, 4cido glucurénico, xilosa, ramanosa o metilpentosa, unida por enlaces
glucosidicos a una aglicona hidrofobica (sapogenina) la cual puede ser un triterpernoide o
un esteroide en la naturaleza. La aglicona puede puede contener uno o mas enlaces C-C
insaturados. La cadena de oligosacaridos esta normalmente unida al Cs, pero muchas
saponinas tienen un azucar adicional en la posicion Cas 0 Cas. La gran complejidad de la
estructura de las saponinas deriva de la variabilidad en la estructura de las agliconas, la
naturaleza de las cadenas de alado y la posicion de unién de estos motivos sobre la
aglicona. Son producidas generalmente por las plantas, pero también por animales marinos
y algunas bacterias®’.

Con excepcién de la criptogenina, el sistema espiroacetal es una caracteristica
general de las sapogeninas esteroidales, y es variable el nimero de insaturaciones,
hidroxilos, grupos ceténicos y otros grupos oxigenados. Las agliconas triterpenoides estan
bien representadas por el acido queretaroico y la dumortierigenina. El enlace glicésido
siempre se forma con el oxigeno del carbono 3. Se conocen mas de 200 saponinas
esteroidales, localizadas en las monocotiledéneas (lilaceas, amarilidaceas y dioscoraceas,
principalmente, como excepcién en escrofularidceas) y otras tantas saponinas

triterpenoides, aisladas principalmente en dicotiledéneas™*.

1.2.4.2 Clasificacion

Segun la estructura de la genina, sapogenina o grupo aglicon, se conocen dos tipos de

: 39
saponinas” :

e Esteroidales (neutras)

e Triterpenoides (4cidas)
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Que probablemente tienen un origen biogénico comun. Generalmente, las geninas estan
unidas a una posicion glucidica, de 1 a 5 moléculas de azicar (las mas comunes: glucosa,
galactosa, ramnosa, arabinosa y xilosa) >°.

Las saponinas esteroidales no estan ampliamente distribuidas en la naturaleza, como las
triterpenoides; las saponinas esteroides abundan especialmente en las monocotiledonas:
Dioscoraceae, Amarylidaceae, Agavaceae y Liliaceae. Algunas especies como Strophantus
spp. y Digitalis spp., contienen tanto saponinas esteroidales como glucdsidos cardiacos.
También existen saponinas esteroidales en algunos equinodermos. Algunos ejemplos de
saponinas esteroidales son: sarsaponina, digitoxina, gitonina y dioscina’’.

Sin duda la mas util de todas las sapogeninas esteroidales es la diosgenina, que se
encuentra en diversas especies de Dioscorea; este metabolito estd disponible en grandes
cantidades (5 a 10%) en los rizomas de estas plantas, y es utilizado como materia prima en
el proceso industrial de fabricacion de cortisona y hormonas sexuales como la
progesterona. La cortisona tiene una gran variedad de usos clinicos, particularmente como
agente antiinflamatorio, y se presenta de manera natural en todos los mamiferos™".

Otras sapogeninas esteroidales son: la hecogenina del Agave sisalana (A. fourcroides)
“sisal o henequén™; la sarsapogenina, de Yucca y Smilax; y la samentogenina de
Strophantus™ .

Las saponinas triterpenoides, al contrario de las esteroidales, son raras en las
monocotiledonas. Son abundantes en algunas dicotiledonas, como las cariofilaceas,
sapindaceas, poligalaceas y sapotaceas; también en las fitolacaceas, quenopodiaceas,
ranunculaceas, berberidaceas, papaveraceas, linaceas, zidofilaceas, retaceas, mirraceas,
cucurbitaceas, araliaceas, umbeliferas, oledceas, lobeliaceas, campanulaceas, rubiaceas y
compuestas. Algunas saponinas triterpenoides son: la aescina (Aesculus), la aralina
(Analia), 1a caléndula-saponina, la guayaco-saponina y el acido glicirricico™.

La naturaleza quimica unica de las saponinas demanda técnicas tediosas y
sofisticadas para su aislamiento, elucidacion de su estructura y analisis. El aislamiento de
saponinas provenientes de material vegetal es complicado debido a la presencia de muchas
substancias estrechamente relacionadas en los tejidos de las plantas y debido a que la

. . 4
mayoria de las saponinas carecen de un cromoforo®’.
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Hay varias estrategias viables para el aislamiento de saponinas. Como regla general,
este inicia con su extraccion de las plantas, con metanol o etanol. Mas adelante el
procesado del extracto es llevado fuera después de la evaporacion bajo presion reducida,
disoluciéon en muy poco contenido de agua y en una fase de separacién con n-butanol. Esta
reconocido que este ultimo paso es en ocasiones indeseable, ya que solo aquellas saponinas
con cadenas de oligosacaridos cortas seran extraidas eventualemente en la fase butanédlica.
Una purificacion posterior se lleva a cabo, esta involucra cromatografias liquidas sobre una
columna de gel de silice, o por gradiente de elucion proveniente de un soporte polimérico o
liquido-cromatografia liquida partition, o como es mayormente conocida, separacion
HPLC. En la mayoria de los casos, algunos de los pasos anteriormente sefialados son
repetidos con cambios de soporte para alcanzar una purificacién mayor “*““*,

Una vez que la saponina ha sido purificada, esta puede ser sujeto de métodos
analiticos incluyendo MS, NMR de protones y carbono, y espectroscopia infraroja. Otros
métodos clasicos son empleados para determinar la presencia de saponinas en extractos
crudos de plantas, y elucidar su composicion a través de los pasos de purificaciéon. La
cromatografia en placan (TLC) y el tefiido con reactivos deshidratantes que contienen
aldehidos aromaticos (tales como anisil aldehido en acidpo sulfirico) son comtinmente
empleados. Las saponians puras también pueden ser hidrolizadas para determinar la

£ 32 Loc.cit.
naturaleza de sus componentes glucosidicos “*““".

1.2.4.3 Biosintesis y localizacién en la planta

Las saponinas se encuentran como parte constitutiva de muchas plantas, tanto en
silvestres como en las cultivadas. En cultivos las saponinaé triterpenoides son las
predominantes, mientras en las saponinas esteroidales son comunes en plantas utilizadas
como hierbas por sus propiedades curativas. Las saponinas triterpenoides han sido
detectadas en muchas leguminosas tales como el frijol de soya, frijol, chicharos, etc.
También en ajos, té, espinacas, betabel, quinoa, girasoles y ginseng. Las saponinas
esteroidales se encuentran en el salvado, semilla de tomate, ajos, esparragos, yuca y
ginseng‘"’.

En general, muy poco es conocido acerca de las enzimas y de las vias bioquimicas
envueltas en la biosintesis de saponinas. Las saponinas triterpenoides son sintetizadas por la

via de los isoprenoides mediante ciclisacion de 2,3-oxidosqualene para reproducir
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inicialmente esqueletos triterpenoides de aleanane (b-amyrin) o dammarane. La maquinaria
genética requerida para la elaboracion de esta importante familia de metabolitos
secundarios de plantas es ain desconocida, a pesar del gran interés comercial en este
importante grupo de productos naturales. Esto se debe en parte a la complejidad de las
moléculas y la carencia de intermediarios obtenidos comercialmente para estudios
bioquimicos. Un mimero de factores, tales como edad fisiologica, ambiente y factores
agronémicos, han demostrado afectar el contenido de saponinas en las plantas.
Generalmente las plantas inmaduras de diferentes especies se han encontrado con altos
contenidos de saponinas mésa los que las plantas maduras de la misma especie™®“".
Ambos grupos de saponinas se han aislado de diversos 6rganos vegetales; asi, la
sarsaponina se ha encontrado en las raices de la Sarsaparrilla mexicana; en los tubérculos
de la Dioscorea tokaro; en las hojas de los agaves y hasta en las flores y semillas de la

Yucca schotti o en los frutos de la Sapindus saponaria® .

1.2.4.4 Funciones en la planta

El rol fisiologico de las saponinas en las plantas ain no es entendido
completamente. Muchas saponinas son conocidas por ser antimicrobianos, de inhibir
hongos, y de proteger a las plantas de los ataques de insectos. Las saponinas pueden ser
consideradas una parte del sistema de defesa de las plantas, y como tales han sido incluidas
en un largo grupo de moléculas protectoras en plantas conocido como “fitoanticipinas™ o
fitoprotectores”. El primer termino describe aquellas saponinas, tales como A y B
avenacosides en el salvado, que son activadas enzimaticamente por las plantas en respuesta
a un dafio tisular o al ataque de un patégeno. El segundo termino describe aquellas
saponinas que tienen muchas actividades antimicrobianas o anti-insectos. Una saponina
triterpenoide glucosilada de chicharos fué purificada y caracterizada como un inhibidor
especifico de la diguanilato ciclasa, una enzima clave en la regulacién de la sintesis de

celulosa. Esto también sugiere que las saponinas pueden ser un recurso de monosacaridos.

1.2.4.5 Propiedades biologicas
Las saponinas reducen la tension superficial de las soluciones acuosas y, como los

jabones, causan la formacion de espumas estables, por esto se han utilizado ampliamente
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por sus propiedades detergentes; en Europa, la raiz se Saponaria officinalis
(Caryphyllaceae) y en América del Sur la corteza Quillaia saponaria (Rosaceae). Esta
misma propiedad, incrementa la permeabilidad de las membranas celulares; tienen
propiedades hemoliticas, son venenosas si se inyectan, sin embargo por via oral son
practicamente inactivas; la zarzaparrilla es rica en saponinas y sin embargo, se utilizan en la
preparacién de una bebida no alcohélica; debido a su sabor amargo pueden funcionar como
antialimentarios. Las saponinas tienen elevado peso molecular y su aislamiento en estado
puro ofrece ciertas dificultades. Son substancias muy polares, y es posible extraerlas en
caliente o en frio, con agua o alcoholes de bajo peso molecular®'.

Las saponinas tienen una elevada actividad toxica en los hongos. La actividad
antifungica en contra de Trichoderma viride fue empleado anteriormente como método de
identificacion para saponinas. La saponina kanalopanax A e | aisladas de Kalopanax
pinctus muestran una fuerte y especifica actividad antifungica contra Candida albicans y
Cryptococcus neoformans. La saponina Asparagus-1, de las hojas bajas de Asparagus
officinalis, tienen propiedades antifingicas en concentraciones de 0.5-0.8 pgmL-1
dependiendo del tipo de hongo. Las saponinas monodesmosidicas espironastoles derivadas
de Y. schidigera destruyen ciertas levaduras deterioradoras de alimentos, levaduras
formadoras de pelicula, y levaduras dermatofiticas y hongos. El principal mecanismo
sugerido para la actividad antifungica de las saponinas es su interaccion con los esteroles de
la membrana. Las saponinas esteroideas sintéticas preparadas por Takchi y col. fueron tanto
antifungicas y hemoliticas pero en muchos casos las saponinas triterpenoideas mostraron
muy baja actividad antifingica. Se ha observado que tienen unidas cadenas de trisacaridos
sin la presencia de grupos oxigeno en el C2 exhibe actividad anti-levadura, mientras que las
saponinas con grupos 2B-hidroxil o 12 ceto mostraron ser muy débiles o no tener actividad.
Una saponina con una unidad de disacarido exhibi¢ una actividad baja relativamente y las
agliconas o saponinas furostanol bidesmédicas no mostraron actividad®’.

Algunas saponinas y sapogeninas han demostrado ser capaces de desactivar virus,
por ejemplo, la mezcla de saponina purificada de Maesa lanceolata. Maesasaponina con
ciclizacion tuvo actividad antiviral. Las saponinas triterpenoides oleanoléicas inhiben la

replicacion del HIV-1, probablemente mediante la inhibicién de la actividad de la proteasa
del HIV-1*+,
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Diferentes clases de saponinas producen una disminucion en los protozoarios y han
sido identificadas como posibles agentes contenidos en el rumen. Esta propiedad puede ser
explotada para el tratamiento de infecciones protozoarias en otros animales. Las saponinas
triterpenoides y esteroideas han sido encontradas para el combate de muchas infecciones
protozoarias tales como el Plasmodium falciparum, trofozoitos de giardia y especies de
leishmania. La toxicidad de las saponinas en los protozoarios parece no estar alin
dilucidada y es inespecifica obviamente es el resultado de su efecto detergente en la

membrana celular. La propiedad antiprotozoaria de las saponinas puede perderse con la

desglucolizacién™““",

La importancia de los antioxidantes contenidos en los alimentos es bien apreciada
tanto por la preservacion de los mismos y como suplemento. Los antioxidantes son
inhibidores rompedores de cadenas de la peroxidacion lipidica como radicales libres
generados por el dafio in vivo de lipidos, proteinas, ADN y pequefias moléculas™“".

Un grupo de saponinas producidas en leguminosas, conocidas como soyasaponinas
del grupo B, contienen grupos de antioxidantes unidos al C23. El residuo nico de azicar,
2,3-dihidro-2, 5-dihidroxi-6metil-4H-piranona (DDMP), permite a las saponinas atrapar
mediante la formacion de intermediarios hidroperoxidos, previniendo el dafio biomolecular
por los radicales libres. Previamente se sugirio que el residuo de DDMP se pierde durante
el procesamiento del frijol de soya. De cualquier forma, se ha demostrado que los
ingrediente de soya (frijol de soya, proteina aislada de soya, proteina texturizada vegetal,
concentrado de proteina de soya y Novasoya) y comidas de soya (leche de soya, tofu y
tempeh) contienen soyasaponinas del grupo B en concentraciones de 0.20-114.02 umol/g.
El residuo de DDMP se encuentra ampliamente distribuido entre leguminosas tales como
los frijoles, cacahuates, chicharos y tréboles. Las saponinas también muestran un amplio
rango de efectos citostticos en contra de células cancerigenas. La habilidad de las
saponinas para disminuir los niveles de colesterol sanguineo en animales también ha sido

Loc.cit.

reportado
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1.2.5 Persea americana
1.2.5.1 Taxonomia

Persea americana es el nombre cientifico del aguacate, este género tiene los
subgéneros Eriodaphne y Persea; siendo este ultimo el que contiene a los aguacates
comestibles, también se clasifican en razas horticolas mexicana, antillana y guatemalteca, o
en variedades botanicas las que difieren en algunas caracteristicas morfologicas,
fisiologicas y condiciones de adaptacion climatica. Este género pertenece a la familia de las
Lauraceas (Lauraceae). El nombre cientifico es Persea americana, variedad drymifolia de
raza mexicana; variedad americana de raza antillana, y variedad guatemalensis de raza

guatf:maltec:a46 (Figura 6).

Figura 7. Frutos representativos de las razas de aguacate. De izquierda a derecha la raza
Antillana, raza Guatemalteca y raza Mexicana. A parte raza Costaricensis (Barrientos-
Priego, 2000).

El aguacate originado en las zonas altas del centro y este de México generan la raza
mexicana, los originados en las zonas altas de Guatemala generan la raza guatemalteca, y la
raza antillana proviene de las primeras plantas encontradas en las Antillas. Con respecto al
origen de la raza antillana, existen discrepancias puesto que cabe la posibilidad de que los
primeros aguacates existentes en las Antillas hayan sido introducidas desde México por los
espaiioles o los ingleses durante la colonizacion®.

Por otra parte Bergh (1995) indic6 que las tres razas de aguacate son genéticamente
equidistantes. Dicha afirmacién fue corroborada con analisis de marcadores genéticos de

ADN mediante la técnica de RAPD (Amplificacion al Azar de ADN Gendmico) por Bufler
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y Fiedler (1996). La raza Mexicana tiene como principal ventaja la resistencia a frio, asi
como su alto contenido de aceite. Otra caracteristica distintiva (Tabla 4), es el olor a anis de
sus hojas en casi todos los individuos. La raza Guatemalteca presenta una céscara bastante
gruesa si se compara con las otras tres razas, lo que le permite resistencia del fruto al
transporte, sin embargo, como esta formada por tejidos esclereficados son bastante duros y
no permite saber con el tacto si los frutos ya estin en madurez de consumo. Otra
caracteristica favorable es el tamafio pequefio y forma redonda de la semilla en varios
individuos de esta raza (Tabla 4). La raza Antillana se adapta a clima tropical y como
portainjerto es mas tolerante a la salinidad, también tiene un lapso de flor a fruto bastante
corto. La raza Costaricensis se adapta a condiciones subtropicales de Costa Rica, la semilla
es redonda como la raza Guatemalteca, la cascara como la raza Antillana y las hojas son
medianas a pequeiias similares a las de la raza Mexicana pero sin olor a anis (Tabla 4)*.
Estas tres razas de aguacate, desde la antigiiedad se fueron mezclando naturalmente
entre ellas por medio de su propio sistema de reproduccion. El resultado de estas fusiones

producidas por medio de "polinizacion cruzada" dieron origen a incontables variedades

hibridas naturales indefinidas*®.
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Tabla 4. Diferencias entre las razas de aguacate (Persea americana Mill.)*

Cariacter Raza Mexicana Raza Raza Raza Antillana
Guatemalteca | Costaricensis

Clima “Semitropical” a | subtropical subtropical Tropical
templado

Altitud sobre el nivel | Sobre 2000 m Entre 1000 y | Entre 800 y | Menos de 1000

del mar 2000 m 1500 m

Resistencia a | menor menor &? mayor

salinidad

Resistencia al frio mayor intermedia menor Menor

Hojas:

tamarfio menor intermedio menor Mayor

color Verde obscuro Verde obscuro | Verde obscuro | Verde palido

olor Olor a anis Sin olor a anis Sin olor a anis Sin olor a anis

Flor:

pubescencia Mas menos &? Menos

Tallo:

Brotes jovenes Verde pélido 10jizos Verde palido Verde palido

Corteza del tronco No acanalada No acanalada No acanalada Acanalada

Fruto:

Tamaifio Variable, intermedios pequerfios Variable, tendientes a
tendiente a grandes
pequenos

pedicelo Cilindricos y | Cénico y grosor | Cilindrico y | Forma de cabeza de clavo
grosor mediano voluminoso grosor regular y poco grosor, y también

existen tipos con mayor
grosor

Persistencia del | mayor menor menor menor

perianto en el fruto

cascara Delgada, lisa y | Gruesa, Grosor mediano, | Grosor mediano, flexible
suave quebradiza  y | flexible y suave

rugosa

y suave

semilla Adherida o suelta, | Adherida y | Adherida y | Suelta v  cotiledones
cotiledones lisos o | cotiledones lisos | cotiledones lisos | rugosos
ligeramente
rugosos
Cubiertas de la | Delgada delgada delgada Mediana o gruesa y
semilla membranosa
aceite Alto contenido Mediano &7 Bajo contenido
contenido
sabor A especia y por lo | Ligero, en | Ligero, sin sabor | Ligero y frecuentemente
general a anis ocasiones especifico dulce, con un ligero
nogado amargor al final
Fibra en la pulpa comun No comin No comin No comun
Tiempo de flor a fruto | 6-9 meses 10-16 meses &7 5-9 meses
Tamafio relativo del | Medianos abiertos | Altos y erectos | Medianos y | Altos y medianos,
arbol y habito de abiertos abiertos y erectos

crecimiento general:
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A principios del siglo pasado (1900) se comenzaron a seleccionar aguacates de
excelentes atributos para ganar mercados consumidores, dando origen a los distintos
cultivares que durante décadas lideraron los mercados mundiales. Todas estas nuevas
variedades funcionaron bien hasta que en el afio 1935 se patent6 en Estados Unidos una
nueva variedad llamada “Hass”, de progenitores desconocidos (pero con mas porcentaje de
guatemalteca), originado en La Habra, un lugar de California, donde el Sr. Rudolph Gay
Hass la detect6 entre los arboles de su huerto®.

El origen del aguacate tuvo lugar en las partes altas del centro y este de México, y
partes altas de Guatemala. Esta misma region estd incluida en lo que se conoce como
Mesoameérica, y también es considerada como el area donde se llevd a cabo la
domesticacion del mismo. Existe evidencia directa de la domesticacion en el periodo
Clasico Maya del maiz, calabaza, yuca, algodon, aguacate, camote y el agave, lo cual esta
sustentado por restos de planta en el contexto arqueoldgico y lingiiistico que le dan validez
a esta lista de cultivos. Originario del sur de Chiapas y cultivado desde el Rio Bravo hasta
Chile Central antes de la llegada de los europeos. P. americana puede alcanzar 20 m de
altura. Su fruto, comestible, es llamado aguacate, palta, cura, petro o abacate. La palabra
aguacate viene del nahuat]l ahuacatl, lo que también significa testiculos. Los espafioles
hicieron de ahuacatl las palabras aguacata y avocado esta tltima, una palabra ya conocida,
que designaba antiguamente a los abogados™.

El aguacate era bien conocido por el hombre desde tiempo atrés, ya que la evidencia
mas antigua del consumo de aguacate fueron encontrados en una cueva en Coxcatlan,
region de Tehuacan, Puebla, México, datados entre los afios 8,000-7,000 A. C. Las culturas
antiguas también contaban con un buen conocimiento acerca del aguacate y de sus
variantes, como se muestra en el Cddice Florentino, donde se mencionan tres tipos de
aguacate, que de acuerdo a su descripcion; “aoacatl” podria tratarse de Persea americana
var. drymifolia (raza Mexicana), “tlacacolaocatl” a Persea americana var. americana (Raza
Antillana) y “quilaoacatl” a Persea americana var. guatemalensis (raza Guatemateca)®.

Después de la conquista los espaiioles llevaron el aguacate a Espafia en 1600 y
posteriormente comenzo la distribucion del aguacate a nivel mundial. México es uno de los
paises con amplia diversidad de tipos de aguacate y existen en el pais al menos 20

diferentes especies relacionadas con el aguacate. Esta gran variabilidad puede ser debida a
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diferentes condiciones ambientales presentes a lo largo y ancho del territorio nacional yala
naturaleza que le ha conferido al aguacate, mecanismos que hacen maximizar el

cruzamiento con otros tipos, y por lo tanto incrementa la variabilidad genética y por ende

ampliar la adaptacion a un mayor nimero de ambientes*®.

1.2.5.2 Ecologia

En estado silvestre, el arbol puede alcanzar alturas de alrededor de 20 metros, con
tronco erecto o torcido. Los arboles en plantacion, generalmente derivados de injertos y
sujetos a podas de formacién, muestran una apariencia muy distinta. Copa: extendida,
globulosa o acampanulada, con ramas bajas, ramitas al principio verde amarillentas que se
tornan opacas y con cicatrices prominentes dejadas por las hojas. Corteza: aspera, a veces
surcada longitudinalmente. Hojas: coridceas, enteras, alternas, elipticas, de 8-40 cm de
largo. De color rojizo brilloso cuando jovenes, se vuelven verde oscuras y opacas en la

madurez. En algunas variedades caen antes de la floracion (figura 7)*.

Figura 8. Arbol de aguacate Persea americana (www.amigoarbol.org, 2008)

Flores: bisexuales, pequefias (1 cm), de color verde amarillento, agrupadas en

paniculas axilares de alrededor de 200 flores (figura 8). Frutos: drupas redondeadas, ovales

o piriformes segin la variedad, de tamafio muy variado (7-33 cm de largo y hasta 15 cm de
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ancho), cascara de color verde hasta purpura oscuro, y desde delgada hasta gruesa y rugosa,
a veces como cuero. Pulpa firme, aceitosa, de color amarillo a verdoso. Contiene una
semilla grande (5-6.4 cm), dura y pesada, redonda o con punta, de color marfil pero con dos

envolturas papelosas muy delgadas de color café, que a menudo quedan adheridas a la

pulpa‘”.

Figura 9. Flor del aguacate (Carr G. D. 2006)

Ampliamente distribuido en gran cantidad de paises en todo el mundo, pero
principalmente en los tropicos americanos. Los requerimientos de clima y suelo varian con
las diferentes razas. La raza antillana prefiere clima tropical himedo, y se cultiva desde el
nivel del mar hasta los 800 metros, con temperaturas medias de 24 a 26°C. No tolera
heladas*’.

La raza guatemalteca crece entre 500 y 2400 metros sobre el nivel del mar, con
temperaturas medias de 22-25°C y puede temperaturas no inferiores a 4.5°C. La raza
mexicana puede crecer hasta los 2800 metros sobre el nivel del mar, con temperaturas
medias de 20°C, y puede tolerar heladas hasta de 4°C".

P. americana crece en climas secos a humedos, con precipitaciones de 800 a 2000
milimetros, con estaciones secas bien definidas de hasta 6 meses, aunque crece mejor con
estaciones secas mas cortas. Por otro lado, requiere mas de tres meses secos para buena
produccion de frutas. Los periodos de gran calor y sequia pueden provocar la caida de los
frutos, especialmente en las variedades de montaiia. Los sitios demasiado hiumedos no son
apropiados, por la mayor posibilidad de ocurrencia de ciertas enfermedades del suelo, a las

cuales la especie es altamente susceptible. Se adapta a gran variedad de suelos, desde
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arenosos hasta arcillosos, limos volcéanicos, lateriticos y calizos, pero crece mejor en suelos
francos, bien drenados, ligeramente acidos y ricos en materia organica. La raza antillana
tolera suelos calizos y ligeramente salinos. Ninguna variedad tolera suelos pesados, con
drenaje impedido y no debe plantarse cuando la capa freatica esté a menos de un metro de
la superficie. El rango 6ptimo de pH se considera entre 6 y 7, aunque algunos cultivares en
Florida crecen bien en suelos con pH de 7.2 a 8.3. Se ha encontrado una asociacién
simbidtica entre esta especie y hongos endomicorrizicos, que facilitan la absorcién de

elementos minerales, sobre todo fosforo, cobre y zinc*.

1.2.5.3 Utilidades

La especie se cultiva principalmente por sus frutos sabrosos y energéticos, y en
muchos paises constituye un alimento basico que en ciertas épocas sustituye a la carne o los
huevos. El exceso de produccion o los frutos dafiados son utilizados en la alimentacion de
cerdos y otros animales de granja. Los frutos son un alimento energético, con 2200 hasta
2800 cal por kg, altos en grasa (5-25%) y proteina (0.8-4.4 g/100g). También contiene 5-
6% de azicar y almidon, vitamina B2 (0.13-0.2 mg/100g) y niacina (0.8-1.2 mg), ademas
de vitamina A y E, potasio, calcio, hierro y fosforo. El aceite de la pulpa es rico en
vitaminas A, B, D y E, y puede mantenerse en buenas condiciones por muchos afos. Se
dice que filtra los rayos ultravioleta, no es alergénico, y es similar a la lanolina en cuanto a
sus acciones como penetrante y suavizante. En Brasil, 30% de la produccion de frutos es
procesado para aceite. El fruto usualmente se consume crudo en ensaladas, en sopas, 0
majado y mezclado con diversos ingredientes (limoén, ajo, cebolla, sal, pimienta y en
ocasiones chile) para preparar el tradicional “guacamole™. Las hojas de algunas variedades
han resultado toxicas cuando se dan en dosis altas a algunos animales. El aceite obtenido de
la pulpa se utiliza en la preparacion de productos para el cabello, cremas faciales, lociones
para las manos y jabones finos. En Brasil, los residuos de la elaboracion del aceite son
utilizados en la alimentacion animal. En tiempos de la colonia un fluido lechoso de las
semillas que se vuelve rojo con el aire se utiliz6 como tinta indeleble. También se ha
utilizado para tefir telas de algodon y lino. Aunque la madera no es un producto principal
de esta especie, cuando los huertos son raleados o los arboles deben ser talados por alguna

razon, se puede utilizar la madera para construccion ligera, paneles, torneria, grabados y
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artesanias. En México también se utiliza para fabricacion de canoas y muebles. En Haiti se
ha convertido en una importante fuente de madera al escasear las maderas tradicionales.
Las flores atraen abejas y el néctar produce una miel oscura y espesa, de buena calidad. En
sistemas de finca P. americana es adecuada para plantaciones puras, sistemas
agroforestales, arboles en huertos y jardines, para sombra y como ornamental, asi como
para mejoramiento de suelos y control de la erosién. Es comin encontrarlo en patios de
hogares rurales o en fincas junto con otros frutales como mango, coco y citricos, o dentro

de plantaciones de café, ya sea plantado (por lo general usando plantas injertadas) o porque

se han protegido arbolitos voluntarios originados por semilla*’.

1.2.5.4 Propiedades

El aguacate es considerado dentro de la medicina tradicional una herramienta util en
el combate y alivio de enfermedades. Por ejemplo las semillas tostadas y la ceniza disuelta
en agua se ha utilizado para curar la diarrea. Se cree que el polvo de las semillas elimina la
caspa. Un trocito de la semilla colocado en la cavidad de las muelas puede aliviar el dolor.
El aceite de la semilla se aplica para las erupciones de la piel. Los Shuar de Ecuador
trituran las semillas y después la maceran en aguardiente, dando una mezcla que se
considera eficaz contra las mordeduras de serpiente. Segin los Quichuas de Ecuador, las
mujeres que comen la semilla molida dejan de menstruar por varios meses. La ciscara del
fruto es antibidtico y se emplea como vermifugo y contra la disenteria. Los Tikunas
colombianos toman la coccion de las hojas para “limpiar los rifiones™ y eliminar los
calculos renales. Las hojas masticadas sirven contra la piorrea. Emplastos de las hojas se
aplican sobre la heridas y calentadas se colocan en la frente para aliviar la neuralgia. El
jugo de las hojas se emplea como antibiotico, y la coccion se toma contra la diarrea, dolor
de garganta y hemorragias; también se dice que estimula y regula la menstruacion. En los
paises amazonicos se usa contra la leishmaniasis cutdnea. En Cuba, la decoccion de los
brotes tiernos se usa contra la tos. Algunas veces, un trozo de la semilla se hierve junto con
las hojas para hacer la decoccion. En México, las hojas son usadas como condimento. Las

semillas y raices contienen un antibidtico que previene el deterioro de alimentos, y se esta

tramitando su patente en EEUU*.
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La medicina tradicional chiapaneca también lo incluye dentro del arsenal
terapéutico con similares propositos, ya que la infusion de las hojas del arbol o de la semilla
del fruto del aguacate, es empleada en la regién del Soconusco como tratamiento anti-
microbiano, anti-parasitario, anti-inflamatorio, antipirético, antitusigeno, asi como para el
tratamiento de enfermedades tales como el asma, enfermedades renales, hepaticas, para el

control de la diabetes, en el tratamiento de colicos menstruales y el tratamiento de las
6

varices inflamadas, también es empleado como abortivo

La planta del aguacate contiene alcaloides, saponinas, flavonoides, esteroides,
carbohidratos, 4cidos grasos, flavonoles, aceites esenciales y flavononas’ ** ®*. En estudios
preliminares se ha reportado el aislamiento de diversas sustancias dentro de las que cabe
mencionar la toxina persina, la cual ha demostrado tener actividades antifingicas y
anticancerigenas®. La aglutinina de P. americana (PAA) es una glucoproteina que ha
demostrado tener propiedades antimicrobianas contra Streptococcus mutans’,
Staphylococcus aureus’’, Pseudomona aureginosa'’, E. coli'?, Legionella pneumophilla”.
Al aguacate también se le han estudiado sus propiedades anti-oxidativas en tejido hepatico
dafiado'*. Otros estudios lo reportan como terapia alternativa en el control de la diabetes
mellitus'.

En lo que respecta a la vision y el andlisis cientifico sobre las propiedades
antimicrobianas estudiadas en 1980 Staat y col. observaron que la lectina de Persea
americana modificaba la adherencia de S. mutans a la superficie de un vaso, suponiendo
que dicha lectina tiene la capacidad de unirse al polisacarido componente de
glucosiltransferasas (GTF)’, por lo cual inhibe su virulencia. Otro estudio llevado a cabo
con el extracto de P. americana corrobord que cuenta con actividad antiviral, incluso
mayor que de firmacos antivirales, dicho estudio se realizo sobre el herpes simple tipo 1 y
adenovirus tipo 3, en este estudio se identificaron las sustancias con actividad antiviral, la
cual residia en dos flavonoles monoglucosidados como kaempferol y quercetin  3-O-alfa-
D- arabinopiranosidos™".

Sus propiedades antimicrobianas también han sido puestas a prueba y se demostrd
que es un inhibidor del crecimiento de Pseudomona aureginosa mejor que la amoxicilina'',

sugiriendo también que la propiedad antimicrobiana esta directamente relacionada con la
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cantidad de alcaloides que contiene. En otros estudios la actividad antimicrobiana de
P.americana contra E.coli ha sido buena en comparacién con la estreptomicina'”.
Investigaciones preliminares han dado a conocer la actividad toxica de Persea americana,
ya que su fraccién aislada “persina” presento actividad antifingica*® y citotoxica sobre el
tejido mamario®’. Esta propiedad ha sido aplicada en la industria insecticida ya que el
extracto de Persea americana se emplea como insecticida sobre la larva de Anopheles
gambiae, causandole hipertrofia inestinal®® '

En el estudio llevado a cabo por J. L. McLaughlin en 1997, se demostré que los

extractos de P. americana tenian actividades anticancerigenas, teniendo predileccion sobre

el cancer prostatico’”.

Respecto a la propiedad antiinflamatoria sugerida por la medicina tradicional, se
llevé a cabo un estudio en el cual extracto acuoso de las hojas de P. americana se
administré a ratas albinas tratadas simultdneamente con indometacina, un inhibidor de las
prostaglandinas, y con etanol, ambas sustancias productoras de tlceras géstricas. El estudio
reveld que el extracto produjo significativamente una actividad antiulcerativa dependiente
de la dosis en contra de las ulceras producidas por la indometacina y el etanol. Justificando
el empleo de extracto de Persea americana en la medicina tradicional™.

Otra de las propiedades del aguacate que también ha sido analizada es la propiedad
anticonvulsivante referida por los médicos tradicionales africanos, y la cual se puso a
prueba empleando el extracto de las hojas como terapia anticonvulsivante en ratas, las

cuales respondieron apropiadamente, a pesar que se desconoce el mecanismo, se corrobora

s s s 5
su empleo en la medicina tradicional nuevamente™.
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1.3 Justificacion

La ausencia de recursos terapéuticos con menos efectos secundarios, en el
tratamiento de padecimientos como la leishmaniasis, se traduce en un reto terapéutico para
el clinico, y un déficit en la calidad de vida del paciente. Consecuentemente se hace
necesario abordar su pronta atencion desde una perspectiva integral que contemple el
establecimiento de estrategias alternativas a los tratamientos actuales.

Debido a las caracteristicas antropologicas, sociales y economicas de las
poblaciones rurales, hacen de la medicina tradicional un recurso para el tratamiento de
enfermedades que van de una indole infeccionsa a una crénico-degenerativa, obteniéndose
en ocasiones resultados benéficos, lo que resulta interesante y de ahi la inquietud del
estudio de los metabolitos secundarios contenidos en una de las especies herbolarias mas
comunes en nuestro estado, el aguacate (Persea americana).

La importancia de este trabajo radica en la aportacion cientifica respecto a una de
las tantas propiedades que Persea americana presenta, ya que en la medicina tradicional
amazoénica es empleada como antiprotozoaria, suponiendo que dicha propiedad se deba ala
presencia de metabolitos secundarios presentes en su metabolismo, impacta sobre el

abanico de terapias alternativas para el tratamiento de enfermedades como la leishmaniosis.
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1.4 Objetivos
I.4.1 General
Determinar las propiedades antileishmanicas de los extractos etandlicos de la hoja, cascara

y semilla del aguacate (Persea americana), proveniente de la region centro del estado de

Chiapas.

1.4.2 Especificos
1. Determinar la presencia de flavonoides, terpenoides y saponinas en los extractos
etanolicos de hoja, cascara y semilla del aguacate.
2. Determinar el grado de inhibicién del crecimiento producido por extractos de hoja,

semilla y céascara del aguacate en cultivos de promastigotes de Leishmania

mexicana.
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CAPITULO 11
I1.1 Materiales
I1.1.1 Material biolégico

Los extractos de hoja, cascara y semilla que se utilizaron en el presente estudio
fueron obtenidos de Persea americana (Museo de Historia Natural del Estado de Chiapas,
2009), ubicado en el municipio de Suchiapa, Chiapas, especie de 10 afios de edad. La
recoleccion de la muestra, tanto de hojas y frutos se realizo mediante la recoleccion manual
de las mismas, las cuales se lavaron con jabon y agua, y se pusieron a secar a temperatura

ambiente por 6 semanas, protegidas de la luz solar y cubiertas con papel estrasa.

Se trabajo con la cepa de Leishmania mexicana MHOM/MX/92/UAY 68 aislada de
una paciente con leishmaniasis cutinea localizada. Gentilmente donada por la Dra.

Ingeborg Becker, Investigadora de la Facultad de Medicina de la UNAM.

I1.2 Métodos
I1.2.1 Preparacion de extractos crudos

Los extractos crudos de de hoja, céscara y semilla de P. americana se realizaron
macerando 2 g por separado de cada uno de los érganos vegetales secos con 20 mL de
solucion de extraccion, (etanol: acido acético: agua destilada, 90:0.5:9.5) a 4°C en
obscuridad. Posteriormente se filtraron con gasa, la cual se lavé con 20 mL de la solucién
de extraccion (SE). El extracto crudo se centrifugé por 10 min a 1000 g y la pastilla se lavo
con 20 mL de SE. El sobrenadante se evapord a presion reducida a 50 °C. El residuo se
resuspendié con 1.5 mL de etanol al 80%. El material resuspendido se almacen6 a -20°C

hasta su utilizacion (Figura 9).
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Figura 10. Diagrama de flujo de la técnica de extraccion de flavonoides.

Para la evaluacion de la actividad antileishmanica, el extracto etandlico se evaporo
por medio de centrifugacion al vacio en un Savant Speed-Vac hasta la petrificacion. Se
prepararon soluciones a concentraciones de 100, 250, 500 y 1000 pg de extracto seco y
pulverizado en Tris-HCl 1M pH 11, posteriormente fueron diluidos en 5 mL de medio
RPMI 1640 (Sigma Aldrich ®) sin suero bovino fetal (SBF).
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I1.2.2 Anilisis cuantitativo de los extractos crudos de aguacate (P. americana)

11.2.2.1 Cuantificacion de flavonoles

La determinacién de flavonoles presentes en los extractos crudos de hoja, cascara y
semilla de aguacate, se realizé por el método del cloruro de alumninio (Salamanca et al,
2007).

La curva estandar se preparé con muestras de diferentes concentraciones: 0, 20, 40,
60, 80 y 100 pg'mL-1 de quercetina (Sigma ®) se mezclaron con 0. 5 mL de la solucién
estandar (1.5 mL de etanol al 95%, 0.1 mL de cloruro de aluminio al 10%, 0.1 mL de
acetato de potasio 1 M y 2.8 mL de agua destilada. Las mezclas se incubaron a temperatura
ambiente por 30 min se midié la absorbancia a 415 nm. Para la solucién blanco el cloruro
de aluminio al 10% se sustituy6 por la misma cantidad de agua destilada.

La determinacion de flavonoles en los extractos crudos se llevo a cabo mediante

diluciones de los extractos: 1:10, 1:100 y 1:1000 en etanol al 80% como diluyente.

11.2.2.2 Cuantificacion de flavanonas

La determinacién de flavanonas de los extractos crudos de hoja, cascara y semilla de
aguacate, se realizo por el método de 2,4-dinitrofenilhidralazina, reactivo que forma
complejos con las flavanonas, y son medibles mediante espectrofotometria (Salamanca et
al). La curva de calibracion se realizo utilizanedo naringenina (Anexo: tabla 13 y figura
32), 0.05 g de en 25 mL de metanol y se realizaron diluciones de soluciones de 0, 250, 500,
750, 1000, 1250, 1500, 1750 y 2000 pg de naringenina (Sigma ®) se mezclaron con 2 mL
de 1% de 2.,4-Dinitrofenilhidrazina al 2 mL de metanol. Cada una de las mezclas se
colocaron en bafio maria a 50 °C por 50 minutos. Se dejo enfriar a temperatura ambiente, y
posteriormente se le afiadieron S mL de 1%hidréxido de potasio en 70%metanol vy se
incubaron 2 min a temperatura ambiente. A 1 mL de la mezcla anterior se le adicionaron 5
mL de metanol y se centrifugé por 10 min para remover el precipitado. Del sobrenadante se
recupero6 1 mL y se afor6 a 5 mL con metanol. La mezcla se sometié a analisis
espectrofotométrico a una longitud de onda de 495 nm. Para la cuantificacién de flavanonas

en los extractos crudos Ginicamente se sustituyé la naringenina por un mililitro de extracto

crudo.
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I1.2.2.3 Cuantificacion de fenoles totales

La determinacion se llevo a cabo en 0.1 mL de muestra y se le adicionaron 4.2 mL
de agua destilada y 0.5 mL de reactivo Folin- Ciocalteau. Esta mezcla se incub6 por 1 min,
y se afiadié 1 mL de solucion de 2% carbonato de sodio y 4.2 mL de agua destilada. La
mezcla se dejo en reposo por 2 horas a temperatura ambiente protegido de la luz. La lectura
de la absorbancia se realiz6 a 760 nm. La curva de calibracién se realizé con la solucién

patron de 4cido galico con concentraciones 0, 150, 300, 450, 600, 750, 900, 1050 y 1200

ppm (ver Anexos).

I1.2.3 Analisis cualitativo de los extractos crudos de aguacate (P. americana)
El analisis cualitativo de los extractos crudos de aguacate consistio en identificar la

presencia de flavonoides, saponinas y terpenoides por medios cromatrogréficos.

I1.2.3.1 Deteccién de flavonoides, saponinas y terpenoides por cromatografia en capa
fina (TLC)

Los cromatogramas fueron realizados en placas Merck ® de gel de silice 60 Fjs4, 20
X 20 cm (0.25 mm de espesor) como fase estacionaria, la fase mdvil empleada fue de
acuerdo a los compuestos a detectar (Tabla 5) y fueron seleccionadas de acuerdo a su
polaridad para establecer los valores de Rf evaluado para cada estandar. En cada
cromatografia se aplicaron 10 pL de cada extracto.

Los cromatogramas fueron desarrollados a temperatura ambiente en una cdmara
vertical, la cual fue saturada con la fase movil apropiada (Tabla 5). La cromatografia se
detuvo hasta que el sistema de solventes habia recorrido aproximadamente 18 c¢m a partir
del origen. Los cormatogramas fueron secados con aire caliente

La deteccion de flavonoides se realizé empleando el método reportado por Wagner
(1984), se revelaron con una solucién de cloruro férrico al 5% y aluminio al 5% en etanol
y se observaron a luz UV (254 nm). Los estandares empleados fueron quercetina (Sigma ®)

y naringenina (Sigma ®) a una concentracién de 0.1 mg'mL".
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Tabla 5. Sistemas de solventes utilizados en la cromatografia en capa fina.

Sistema Solvente
de solventes
S1 Hexano: Acetato de etilo: Acido Acético ( 31:14:5)*
S2 Acetato de etilo: Acido acético: Acido férmico: Agua (100:11:11:26)*
S3 Butanol: Acido Acético: Agua (40:10:50)*
S4 N -butanol: Acido acético glacial: Agua. (50:10:40)°
S5 Benceno: Acetato de etilo (86:14)"

*Sistema para identificacion de flavonoides
°Sistema para identificacion de saponinas
~Sistema para identificacion terpenoides

La deteccion de saponinas se realizo empleando la fase movil S4. Los cromatofolios
fueron secados con aire caliente, y revelados con una solucion de vainillina 1% en 4cido
sulftirico. La apariciéon de manchas con coloracion azul o azul violeta, algunas pueden dar
coloracién amarilla indica la presencia de saponinas.

La deteccion de terpenoides se realizé empleando la fase movil S5 (Tabla 5). Los
cromatogramas fueron secados con aire caliente y se revelaron con reactivo de Liebermann-
Burchard (anhidrido acético: acido sulfurico: etanol absoluto en proporciones de 5:5:50, la
adicion de anhidrido acético y acido sulfurico al etanol absoluto, se lleva a cabo lentamente
en un baiio de hielo). La apariciéon de manchas de coloracion verde-azul es considerada como

positiva la presencia de terpenoides.

I1.2.4 Analisis parasitologico
I1.2.4.1 Cultivo de Leishmania mexicana

El medio RPMI 1640 (Sigma Aldrich ®) se prepar6 con 293 pugmL’' de L-
glutamina, 30 mgmL" 4cido 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineetanesulfonico (HEPES),
10,000 UI'L™" de penicilina y 10 mgmL™ de estreptomicina. Se suplementd con 10% de
suero bovino fetal (SBF) descomplementado. El pH se ajust6 a 7.4, y el medio se esterilizo
con filtro de 0.22 micras estéril, en campana de flujo laminar. Se tomaron 2 alicuotas de 20
mL cada una y se pusieron aprueba de esterilidad a 37°C, el resto se almaceno a 4°C.

El cultivo de promastigotes de Leishmania mexicana se llevo a cabo en forma

axénica en 10 mL de cada caja se inoculé con 1x10° parasitos y se incubaron a 26 °C, por
48 horas.
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I11.2.4.2 Determinacion de la sensibilidad de Leishmania en fase de promastigote a los
extractos de aguacate.

La sensibilidad de Leishmania mexicana en fase de promastigote a extractos crudos
de aguacate se llevé a cabo determinando la concentracién minima inhibitoria de los
extractos crudos por medio de citometria de flujo.

Los extractos crudos de hoja, céscara y semilla se agregaron, a los cultivos de
Leishmania mexicana de 48 h de crecimiento (fase inicial logaritmica de los cultivos), en
concentraciones 1 mg'mL™, 0.500 mg-mL™, 0.250 mg:mL" y 0.100 mg'mL", todos en un
volumen total de I mL. En 500 pL de la solucién Tris-HCl 1 M, pH 11 se diluyeron 50
mg, 25 mg, 12.5 mg y 5 mg de extracto seco, posteriormente esto se diluyé en 5 mL de
medio RPMI 1640 sin in6culo, del cual se tomé 1 mL y se agregé al cultivo control.

En cada determinacion se incluyeron tres controles: un control positivo el cual contenia
0.940 mg'mL" de anfotericina B en lugar del extracto, un control negativo sin extracto en

el que se sustituyd por medio de cultivo y un control vehiculo sin extracto.

11.2.4.3 Preparacién de las muestras para cuantificacién por citometria de flujo
Las muestras de cultivo expuestos a los extractos, se procesaron tomando 100 pL
de muestra, la cual se centrifugé por 10 min a 3,000 g, la pastilla se lavé en dos ocasiones
con solucion de lavado (PBS pH 7.4) y se centrifugé nuevamente por 10 min a 3,000 gy
se resuspuendieron en un volumen total de 500 puL con solucion de lavado.
Para la estandarizacion de la curva de regresion lineal, se realizo partiendo de una
muestra de 1x10° parésitos sin extracto, de la cual se realizaron 10 diluciones seriadas a
partir de la misma, y fueron cuantificadas por citometria de flujo, obteniendo el nimero de

eventos por 30 segundos. El valor de Y se determind mediante la estimacién de X (Figura
6).
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Figura 11. Regresion lineal del crecimiento de Leishmania mexicana. La ecuacién de la curva
y=208.789x -7519.96, r’=0.999435

I11.2.4.4 Microscopia éptica con tincion Giemsa

Se colocaron 100 pL de muestra de los cultivos sometidos al proceso de inhibicién, sobre
portaobjetos, la cual se dejé secar, se afiadié 100 pL de tincion de Giemsa y se dejo secar.

Las muestras preparadas se visualizaron en el microscopio.
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CAPITULO 111
111.1 Resultados

IIL.1.1 Efecto de la presencia de extractos etanélicos de hoja, ciscara y semilla de
aguacate (Persea americana) sobre el crecimiento de Leishmania mexicana.

La citometria de flujo es un método analitico que permite la medicién rapida de
ciertas caracteristicas fisicas y quimicas de células o particulas suspendidas en liquido que
producen una sefal de forma individual al interferir con una fuente de luz. Una de las
caracteristicas analiticas mds importantes de los citometros de flujo es su capacidad de
medir multiples pardmetros celulares, como el tamafio, forma y cualquier componente
celular o funcién que pueda ser marcada con un fluorocromo®®. Mediante el empleo de esta
técnica se determinG la actividad leishmanicida de los extractos Tris-HCl 1M pH 8.0 (ET)
de hoja, cdscara y semilla de aguacate, a través de la cuantificacion de nimero de parasitos.

Los ET de hoja, cascara y semilla inhibieron el crecimiento de las formas
promastigotes de Leishmania mexicana, a las diferentes concentraciones ensayadas. La
concentracion minima inhibitoria (CMI), después de 72 h de incubacién en presencia de los
ET de hoja y cascara fue de 250 ug'mL™" y de la semilla 500 ug'mL™”. Cuando los cultivos
se sometieron a la presencia de ET de hoja y céscara en concentraciones de 1000 pugmL™”,
la lisis celular fue mayor. Cabe destacar que todos los extractos en concentraciones
mayores a 100 pugmL™ presentaron igual o mayor actividad leishmanicida que la
anfotericina B (Figura 11).

La presencia de Tris-HC1 1 M pH 11 en el cultivo de Leishmania mexicana, como
vehiculo, result6 indcuo para las células, ya que no hubo alteraciones morfologicas de los
parasitos, ni disminucion en el crecimiento.

El efecto del tiempo de incubacion de Leishmania mexicana en presencia de los ET
de hoja, céscara y semilla fue hasta las 48 hr a concentraciones de 100 ug'mL™’, a partir de
las cuales todos los ET a esta concentracién disminuyeron su efecto inhibitorio y
permitieron el crecimiento de las células hasta cierto limite. Todas aquellas concentraciones
por arriba de 100 pg'mL™" no permitieron el crecimiento celular, manteniendo su efecto

leishmanicida hasta 120 Hr después.
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Figura 12. Actividad leishmanicida de los extractos etanélicos crudos de aguacate (Persea
americana) sobre promastigotes de Leishmania mexicana. H: extracto etandlico de hoja, C:
extracto etandlico de cdscara, S: extracto etandlico de semilla. RPMI, medio de cultivo testigo

I11.1.1.2 Microscopia optica de los cultivos de Leishmania mexicana en presencia de
extractos etandlicos de hoja, cascara y semilla de aguacate (P. americana)

Para determinar los cambios estructurales mas evidentes causados por los extractos
ET de hoja, cascara y semilla, a diferentes concentraciones, se llevd a cabo el anilisis
microscopico de las formas promastigotes de Leishmania mexicana cultivadas en ausencia

o presencia de ¢stos. Las fotomicrografias mostradas en la Figura 12, ilustran parasitos con

diferentes grados de dafio después de 24 Hr de incubacion en presencia de ET.
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Figura 13. Microscopia del frotis de promastigotes de Leishmania mexicana en un cultivo de
72 hr de incubacién y 24 Hr de evolucion bajo los efectos del extracto crudo de la ciscara de
aguacate (Persea americana). A) 1000 pg'mL", se aprecia lisis celular y aglutinacién de restos
celulares. B) 500 pg'mL", se aprecia aglutinacién de parasitos y detritus celulares. C) 250
pg'mL”, Aunque la integridad del cuerpo celular del parisito se conserva, se aprecia edema
celular. D) 100 pg'mL", se aprecia un aparente detritus, sin embargo se trata de extracto, ya
que los parasitos tienen integra su estructura celular.

Los promastigotes tratados con 1000 pgrmL™" de extracto de hoja y cascara (Figura
12A) muestran alteraciones morfologicas significativas: aglutinacion de los parasitos, lisis
de la pared celular, deformacion morfologica y ausencia de flagelo. Los cultivos tratados
con 500 pg'mL"' mostraron estructura celular redondeada y edematizada (Figura 12B). En
presencia de 250 pg'mL™" los parésitos conservaron la integridad del cuerpo pero mostraron
edema (Figura 12C). Finalmente, los tratados con 100 pg-mL™" de extracto de hoja, céscara

y semilla conservaron su estructura celular y morfologia normales (Figura 12D). No se
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observaron cambios estructurales en los promastigotes cultivados en Tris-HCl 1 M pH 11,

mostrando morfologia celular normal, integridad en la pared celular y flagelo sin

alteraciones.

II1.1.2 Evaluaciéon de los metabolitos presentes en los extractos etanolicos de hoja,
cascara y semilla de aguacate (P. americana)

Los extractos crudos etanolicos obtenidos de las diferentes partes del arbol de
aguacate, contienen metabolitos con una polaridad semejante a este disolvente, por lo tanto,
para disernir cual de éstos son los probables causantes de la actividad antileishmanisida, se
hizo un analisis fitoquimico de algunos componentes y determinar los mayoritarios.

La cromatografia en capa fina permitio la identificacion de flavonoides, saponinas y
terpenoides dentro de los extractos etandlicos de la hoja, cascara y semilla del aguacate. En
los ensayos se emplearon placas de silica gel 60 Fas4; para determinar la presencia de
flavonoides se prepararon tres sistemas moviles diferentes, cada uno con un determinado
grado de polaridad conferido por los eluyentes empleados, con la finalidad de conocer la
naturaleza de las substancias presentes en los extractos y hacer una adecuada separacion de
los compuestos. Los marcadores positivos empleados fueron la naringenina y quercetina
para la deteccion de flavonoides, en el caso de las saponinas y terpenoides no fue necesario

el uso de marcadores, ya que inicamente se esperaba una respuesta colorimétrica.

I11.1.2.1 Identificacion cromatografica de flavonoides.

La cromatografia en capa fina es una técnica que permite la identificacion
preliminar de una substancia, basada en el fundamento de las diferencias de polaridad de
cada uno de los elementos empleados para su realizacion, en este trabajo se identificaron
algunos flavonoides que se encontraron presentes en los extractos. Se emplearon tres
sistemas de solventes con diferentes polaridades; la fase movil el sistema S1 (Hexano:
Acetato de etilo: Acido Acético, 31:14:5) de caracteristicas poco polares (Figura 13) resolvié

algunas manchas y arrastrd a los estandares a distancias intermedias.
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Figura 14. Cromotografia en capa fina de los extractos etanélicos de: H, hoja; C, ciscara; S,
semilla; N, naringenina y Q, quercetina. Sistema de solventes S1, Hexano: Acetato de etilo:
Acido Acético (31:14:5); Revelador: Luz UV.

El R¢ de la quercetina (Q) fue de 0.42 y para la naringenina (N) de 0.66. De la
separacion de los compuestos de los extractos se observa que la mancha H, del extracto de

hoja y C; de la céascara coinciden con la quercetina, teniendo un Rf de 0.42 y 0.65,

respectivamente (Tabla 6).

Tabla 6. Rf de los extractos etandlicos de hoja, ciscara y semilla de aguacate en el sitema de
solventes S1.

R; Hoja R; Cascara R; Semilla Ry N R;Q
H, 0.42 C, 042 s/r* 0.66 0.39
H, 0.65 C, 0.66 s/r*
H; 0.74 C;0.75 s/r*
H, 0.83 C,0.85 s/r¥*
H;0.91 C5092 s/T*

s/t*= sin resolucion

En los extractos de hoja (H,.s) y cascara (C,.5) se identificaron substancias con
valores de Ry similares entre ellas, pero que no coinciden con el de los estandares
empleados. De hecho este resultado sugiere que son compuestos con polaridades muy
semejantes al sistema S1, ya que la distancia recorrida por ellas esta muy cercana al frente

del cromatofolio. En el extracto de semilla no hubo separacién de compuestos con este
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sistema de solventes (Tabla 6), lo que significa que los compuestos fenélicos presentes en
este extracto son totalmente opuestos a la polaridad del sistema S1.

La cromatografia empleando como fase mévil S2 (Acetato de etilo: Acido acético:
Acido férmico: Agua, 100:11:11:26), dio como resultado una menor separaciéon de

compuestos de los extractos y un Ry para la quercetina (Q) y la naringenina (N), de 0.78 y

0.92, respectivamente (Figura 14).

H § Cc H Q

Figura 15. Cromotografia en capa fina de los extractos etanélicos de: H, hoja; C, cdscara; S,
semilla; N, naringenjna y Q, quercetina. Sistema de solventes S2, Acetato de etilo: Acido
acético: Acido férmico: Agua (100:11:11:26); Revelador: Luz UV.

En los extractos de hoja, se detectaron dos substancias He, H; y Hyg y de cascara, Cs,
C7;y Ci1 con Rf's semejantes, 0.94, 0.97 y 0.78 (Tabla 7). En el extracto de semilla no
hubo separaciéon de compuestos. Estos valores de Ry, tanto para estandares como para

extractos, sugieren una polaridad muy cercana al sistema S2, lo que impide su separacién y

una buena resolucion.

Tabla 7. Rf de los extractos etandlicos de hoja, ciscara y semilla de aguacate en el sitema de
solventes S2.

R; Hoja R; Cascara R; Semilla R¢N R;Q
H¢ 0.94 Cs 0.94 s/r* 0.92 0.78
H; 0.97 C;0.97 s/r*

Hy( 0.78 C;; 0.78 s/t*

s/r*= sin resolucién
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Los resultados obtenidos con el sistema S3 (Butanol: Acido Acético: Agua, 40:10:50),
se presentan en la Figura 15. El Ry de quercetina (Q) y naringenina (N) es 0.69 y 0.71,

respectivamente.
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Figura 16. Cromotografia en capa fina de los extractos etandlicos de: H, hoja; C, cascara; S,
semilla; N, naringenina y Q, quercetina. Sistema de solventes S3, Butanol: Acido Acético:
Agua (40:10:50); Revelador: Luz UV.

El extracto de hoja presento dos manchas, Hg y Ho, la primera de ellas barrida y
dando lugar a un Ry dificil de calcular ya que no hubo separaciéon de compuestos; en el
extracto de cascara (Cg.1o) se identificaron tres manchas con Ry de 0.38, 0.65 y 0.73. En el

extracto de semilla (S, y S;) se revelaron dos manchas con Ryde 0.38 y 0.70.

Tabla 8. Rf de los extractos etandlicos de hoja, cascara y semilla de aguacate en el sitema de
solventes S3.

R; Hoja R; Cascara R; Semilla RiN R;Q
Hg 0.22 Cs 0.38 §,0.38 0.71 0.69
Hg s/c Cy 0.65 S,0.70
C0.73

La polaridad del sistema S3 permitié la separacion de manchas del extracto

etanolico de la semilla de aguacate.
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111.1.2.2 Identificacion cromatografica de saponinas.

Para la identificacion de saponinas los extractos crudos de aguacate se sometieron a
la cromatografia en capa fina empleando al sistema S4 (N -butanol: Acido acético glacial:
Agua, 50:10:40). Esta prueba solo es cualitativa por lo que no se utilizaron estandares.

El revelado de la placa con una solucion de vainillina al 1% en acido sulfiirico,
permite determinar la presencia de saponinas si hay aparicion de manchas violetas y
amarillas. Los extractos etanolicos de hoja, cascara y semilla presentaron manchas de éstos
colores; la de mayor intensidad se localizo en el carril del extracto de hoja, de mediana

intensidad en el extracto de cascara y de baja intensidad en el extracto de semilla (Figura
16).

Figura 17. Cromatografia en capa fina de saponinas en los extractos de Persea americana;
Sistema de solventes S4; Revelador: solucién de vainillina 1% en acido sulfirico. H, hoja; C

b ]
cascara; S, semilla; W, Linum spp.
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111.1.2.3 Identificacion cromatografica de terpenoides.

Al igual que para determinar la presencia de saponinas, para el caso de los
terpenoides también se empled la cromatografia en capa fina pero utilizando como sistema
de solventes el S5 (Benceno: Acetato de etilo, 86:14) y como revelador el reactivo de
Liebermann-Burchard. La presencia de manchas azul-verdosas, se observaron en el extracto
de hoja (Figura 17); el extracto de cascara unicamente presento una mancha azul-verdosa
de muy poca intensidad. El extracto etanolico de semilla no presento manchas, lo que

sugiere la ausencia de estos metabolitos en ella.

Figura 18. Cromatografia en capa fina de terpenoides en los extractos de Persea mericana;
Sistema de solventes S 5; Revelador: reactivo de Liebermann-Burchard. H, hoja; C, cdascara;
S, semilla; W, Linum spp.
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111.1.3 Cuantificacion de flavonoides

El andlisis preliminar cuantitativo de metabolitos presentes en los extractos
etandlicos de hoja, cascara y semilla de aguacate, nos indican que los compuestos
mayoritarios son los flavonoides y por lo tanto, los fenoles totales; por lo que el siguiente
paso fue cuantificarlos empleando métodos colorimétricos.

Dentro de los flavonoides existen dos grandes grupo de polifenoles, los flavonoles
representados principalmente por la quercetina y las flavononas por la naringenina, por lo
que se procedid a su cuantificacion. La concentracion mas elevada de flavonoles lo
presentaron las partes aéreas del arbol del aguacate, hoja y cascara del fruto, el analisis
estadistico indica que hay diferencia significativa (¢=0.05) entre estos dos extractos, siendo
el de hoja el de mayor concentracion. En el caso de las flavononas la mayor concentracion
se encontr6 en hoja y semilla del fruto (Figura 18). El analisis estadistico (¢=0.05) sefiala

que no existe diferencia significativa entre estos dos extractos.
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Figura 19. Concentracion de flavonoides en hoja, ciscara y semilla de aguacate (P.
americana). Todos los experimentos son el promedio de 3 repeticiones. La comparacion de
medias se realizé por Tukey (o= 0.05).
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En la Figura 19 se presenta el contenido de flavonoides totales (suma de la
concentracion de flavononas y flavonoles) y de fenoles totales en los extractos etandlicos
de hoja, cascara y semilla; el analisis estadistico indica que existe diferencia significativa
(¢=0.05) en la concentracion de ambos compuestos polifendlicos en las diferentes
muestras. Asi, la mayor concentracion de flavonoides totales se encuentra en la hoja,
seguida por la semilla y la cascara, entre estas dos ultimas no existe diferencia significativa.
La mayor concentracion de fenoles totales se encontré en la cascara y la hoja y por altimo

la semilla. El andlisis estadistico (¢=0.05) de la concentracion de fenoles totales de hoja y

cascara indica que no hay diferencia significativa entre ellas.
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Figura 20. Concentracion de flavonoides totales y fenoles totales en hoja, cdscara y semilla de
aguacate (P. americana). Todos los experimentos son el promedio de 3 repeticiones. La
comparacion de medias se realizé por Tukey (o= 0.05).
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I11.2 Discusion

Con la finalidad de documentar con bases cientificas las observaciones hechas por
la medicina tradicional, y como un recurso alternativo y accesible, para hacer frente a una
de las enfermedades del rezago, tal como la leishmaniasis, la busqueda de metabolitos
secundarios con actividad leishmanicida se llevé a cabo en las hojas, cascara y semillas de
aguacate (Persea americana).

La presencia de metabolitos secundarios en las plantas y las multiples funciones que
estos realizan data de los primeros estudios en los que Miiller y Borger, en 1941
introdujeron el concepto de fitoalexinas (fitos=planta; alexos=detener) en el marco de
resistencia a enfermedades en vegetales, y la caracterizacion de dichas sustancias hechas
por Cruickshank y Perrin, hasta 1960, quienes la describieron como un derivado
pterocarpano, molécula quimica perteneciente al grupo de los metabolitos secundarios. En
1959, Fraenkel, hizo evidente la importancia del papel mediador de los metabolitos
secundarios en las relaciones planta-insecto. En 1970, Cornelius H. Miiller identificé la
presencia de metabolitos secundarios con actividades mediadoras de interacciones
ecoldgicas planta-planta y planta-microorganismo®'. Otras propiedades de los metabolitos
secundarios estan relacionadas con sistemas defensivos o de excrecion, y son responsables
del olor, sabor y color de la planta, asi como de sus propiedades medicinales’. Por
ejemplo, los flavonoides son protectores capilares y venosos, favoreciendo la correcta
sintesis de coldgeno, inhiben la agregacion plaquetaria y muchos de ellos son protectores
hepaticos; algunos presentan actividades diuréticas, espasmoliticas, antiinflamatorias y
antimicrobianas. En el caso de los terpenoides se les conoce actividades antitumorales,
antiinflamatorias, hipocolesterolemiantes, y espasmoliticas. Y las saponinas se caracterizan
por tener actividades tensioactivas, afrégenas vy hemoliticas®®. Partiendo de las
observaciones realizadas por la medicina tradicional amazodnica, la cual sugiere el empleo
del aguacate como terapia medicinal en la leishmaniasis cutanea®, indujo a la busqueda
intensionada de metabolitos secundarios como flavonoides, terpenoides y saponinas en los
extractos etandlicos exclusivamente de las partes aéreas de la planta, hojas y fruto, a pesar
de que la literatura reporta la presencia de estos metabolitos secundarios tanto en hojas,

como en frutos, raices y flores de las plantas superiores®’, el criterio se basé en los usos de

89



la medicina tradicional chiapaneca, la cual emplea estas partes del 4rbol con fines curativos
de otra indole °.

El solvente de extraccion empleado, etanol, aumenta la diversidad de sustancias que
pudieran encontrarse en los extractos con actividad leishmanicida, ya que el etanol ofrece la
capacidad de formar enlaces de hidrogeno y ceder pares de electrones, como el agua, pero

ademas también posee un extremo lipéfilo que puede ayudar a la solvatacién de sustratos
66

organicos”’, con base en esto, es de esperarse la presencia de sustancias que van de un alto
grado de polaridad a una polaridad intermedia o anfipatica, tales como los flavonoides®, y
poco polares como terpenos y alcaloides; debido a que las saponinas son substancias muy
polares, es posible extraerlas en caliente o en frio, con agua o alcoholes de bajo peso
molecular*'. La presencia de proteinas es dudosa ya que solventes como el etanol producen
precipitacion y desnaturalizacion de las mismas, aunado a que el proceso de extraccion se

realiza mediante presion reducida a 50°C, temperatura que produce dafios estructurales en

las proteinas®’.

En los extractos etandlicos de Persea americana las partes aéreas o expuestas de la
planta fueron las que presentaron mayor concentracién de flavonoles y flavonas asi como
flavononas; la parte no aérea, la semilla del fruto, la cual a pesar de presentar
concentraciones elevadas de flavononas la concentracién de flavonoles y flavonas es menor
a la cuantificada en la hoja y cascara del fruto. A este respecto los flavonoides sin ser
metabolitos primarios, se encuentran casi en cualquier vegetal superior, hay més de 8000
compuestos conocidos de plantas vasculares mientras que en los vegetales inferiores: algas,
hongos y bacterias, los compuestos fenélicos principales son quinonas y xantonas y a éstos
deben su color. Las plantas concentran los flavonoides en compartimentos
microcitoplasmaticos, en la gran vacuola central y fuera de la pared celular. A finales de
1800, se postuld una posible funcion protectora de los flavonoides ante la luz excesiva, y
son las flavonas y flavonoles los mejores protectores contra las ondas largas (UV-A de 320
a 400 nm), y las flavononas contra las ondas medianas (UV-B de 290-320 nm) "

Los flavonoides en las diferentes especies vegetales toman diferentes roles dentro de
la fisiologia ya que pueden actuar como mensajeros quimicos ante la defensa de
microorganismos, funcionan como antioxidantes ante los cambios de temperatura,

participan en la resistencia a los niveles elevados de metales en la tierra, ya que se unen a
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los metales, evitando el proceso oxidativo®', desempefian un papel de gran importancia en
las relaciones ecologicas de las plantas con otros organismos actuando como fitoalexinas,
metabolitos secundarios que la planta sintetiza cuando se ve atacada por hongos y bacterias
patogenos. De las fitoalexinas conocidas hasta la fecha, la mayoria son flavonoides, y
especificamente pterocarpanos. También algunas flavanonas, dihidroflavonoles e
isoflavonas poseen actividad fungicida notable, tales como la formononetina, la dizdeina, la
genisteina y la prunetina. Otro tipo de flavonoides tienen un papel ecolégico establecido en
proveer de colores atractivos a las flores para promover la polinizacién y la dispersién de
frutos y semillas™.

En el aguacate se ha reportado la presencia de flavonoides, quercetol, catequina,
epicatequina, cianidina, procianidina A-1, A-2, B-1 a B-5, C-1, D-1,D-2, E , G, quercetina,
perseita, persiteol®.

Otros metabolitos secundarios identificados en la hoja y cascara del fruto del
aguacate fueron terpenoides, los cuales desempefian una funcién en el crecimiento vegetal
actuando como hormonas vegetales®.

Arango (1994) reporta la presencia de saponinas en el fruto del aguacate, este
trabajo los refiere en las tres muestras de la planta, hoja, cascara y semilla®. La
importancia de estos metabolitos radica en que son considerados una parte del sistema de
defensa de las plantas, fitoalexinas, por ser antimicrobianos, de inhibir el moho, y por la
proteccion ante los ataques de insectos; tienen propiedades de detergente lo que incrementa
la permeabilidad de las membranas celulares*.

La actividad leishmanicida de los extractos se observd uniformemente en los
extractos ET de hoja y cdscara a una concentracién de 1000, 500 y 250 pgmL™ y se
mantiene hasta por 120 h, tiempo de duracién del ensayo; a 100 pg-mL™’ la actividad
disminuye y después de 48 h hay crecimiento celular. El ET de semilla, también tuvo
actividad leishmanicida a concentraciones de 1000 y 500 pg-mL‘l, sin embargo, a
diferencia de los ET de hoja y céascara esta actividad disminuyé a 250 y 100 pgmL™" a
partir de las 48 h de incubacion. El analisis fitoquimico de los diferentes extractos indica
que los tres ET tienen flavonoides y saponinas en su composicién, siendo los mayoritarios
los de hoja y cascara; la presencia de terpenoides solo se detect6 en los extractos de hoja y

cascara, por lo que se sugiere que los flavonoides y probablemente las saponinas, son los
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responsables de la actividad leishmanicida, sin descartar la posibilidad de que haya un
efecto sinérgico de los diferentes compuestos (Cushnie et al. 2005, Mandalri et al. 2007).
La actividad leishmanicida de los polifenoles se ha reportado por varios autores, utilizando
diversas plantas como fuente de estos compuestos. Ejemplo de esto es la flavona y la
chalcona isocordoina encontradas en Lonchocarpus spp. con actividad antiparasitica sobre
promastigotes de Leishmania braziliensis, L. amazonensis 'y L. donovani (Borgez-Argaez
et al. 2007). La 2°,6’-dihidroxi-4"-metoxichalcona proveniente de la planta Piper aduncum
inhibe el crecimiento in vitro de promastigotes de L. amazonensis (Torres-Santos et al.
2009), asi como la licochalcona A obtenida de raices de la planta Glycyrrhiza spp. sobre
promastigotes de L. major y L. donovani (Chen et al. 1993, 1994). Estos resultados han
dirigido algunos estudios hacia pruebas de flavonoides y chalconas puras sobre cultivos in
vitro de prosmatigotes con la finalidad de determinar la relacion cuantitativa estructura-
actividad (Tasdemir et al. 2006); estos han encontrado que la quercetina y la 7.8-
dihidroxiflavona son los que tienen mayor efectividad.

El esqueleto carbonado basico de flavonoides puede tener numerosos sustituyentes,
los grupos hidroxilos y los aziicares aumentan la solubilidad en agua, otros sustituyentes
como grupos metilésteres o unidades modificadas de isopentilo hacen que los flavonoides
tengan un caracter lipofilico (hidrofébico). Dado que estos compuestos pueden poseer
caracteristicas lipofilicas y un nivel detectable de solubilidad en agua, la cual depende de la
forma en que se encuentren y el nimero y clase de sustituyentes presentes, podemos
especular que su actividad antiparasitaria esta correlacionada con la capacidad a migrar a
través del medio acuoso extracelular ¢ interactuar con los lipidos de las membranas o las
proteinas que se encuentran en ellas, tal como sucede con los medicamentos que tienen la
capacidad de afectar la permeabilidad de las membranas y que no solo se ven influenciados
por la carga de superficie neta de la membrana, sino también por la composicién de lipidos
(Trombetta et al. 2005). Por ejemplo, se ha demostrado que la presencia de 2°,6’-dihidroxi-
4’-metoxichalcona (DMC) altera la composicion de esteroles inhibiendo la biosintesis de
ergosterol, afectando asi la fluidez de la membrana de L. amazonensis y por lo tanto
ocasionando la muerte de estos parésitos (Torres-Santos et al. 2009).

Por otro lado, también se ha reportado que la presencia de flavonoides disminuye la

resistencia a las drogas o MDR (de sus siglas en inglés Multidrug resistance) que algunos
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parasitos de Leishmania adquieren con el tiempo en presencia de éstos farmacos. Esta
resistencia estd ligada a la presencia en las membranas de Leishmania de un gran namero
de proteinas pertenecientes al grupo de transportadores de metabolitos llamados ABC que
dependen de ATP para su funcién (Pérez-Victoria et al. 2001); entre las que destacan la
glucoproteina P (Pgp) y la proteina MRP (de sus siglas en inglés Multidrug Resistance
Associated Protein). Estos transportadores expelen las drogas fuera de la célula del parasito
evitando asi su efecto. Parece ser, que los flavonoides interaccionan con una de las
subunidades hidrofobicas de ésta proteinas alojandose en el sitio en donde se une el ATP
inhibiendo el transporte y favoreciendo la acumulacion del farmaco dentro de las células de
Leishmania ocasionando finalmente su muerte (Conseil et al. 1998, Wong et al. 2007,
Polonio & Effert 2008).

Por ultimo, se ha encontrado que la quercetina quela al Fe’, que es el cofactor
indispensable de la ribonucledtido reductasa, la carencia de este metal inhibe la biosintesis
de ADN al no haber desoxiribonucleétidos disponibles, impidiendo asi la proliferacion de

Leishmania (Sen et al 2008).

Wagner, H. S. Bladt & E.M. Zgainski. 1984. Plant drug analysis. Germany: Springer-Verlag, 1984.

Wagner H, Bladt S. Plant Drug Analisis. A thin Layer Chromatography Atlas;
Flabonoids Drugs including Gingko biloba and Echinaceae Species. 2 ed.
Alemania: Springer - Verlag Berlin Heidelberg, 1996. 284p. (p.195-197).
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Capitulo IV
IV.1 Conclusiones

Los extractos etanolicos de hoja, cascara y semilla del aguacate (Persea americana)
contienen concentraciones variables de metabolitos secundarios tales como saponinas,
terpenoides y flavonoides, estos ultimos se encontraron en mayor concentraciéon en las
partes aéreas de la planta tal como es la hoja y la cascara del fruto.

Los extractos etandlicos de hoja, cascara y semilla del aguacate (Persea americana)
tienen actividad leishmanicida.

La actividad leishmanicida de los extractos etandlicos de hoja y cascara del fruto del

aguacate son las mas elevadas.

IV.2 Recomendaciones

Aunque los resultados obtenidos arrojan informacion interesante acerca de las
propiedades de Persea americana, €l seguimiento de los mismos es preponderante para
determinar el alcance de este estudio en el planteamiento de una terapia alternativa, en base
a las observaciones realizadas por la medicina tradicional; aunque los estudios de
citotoxicidad, las pruebas de inhibicién en amastigotes y la experimentacion con especies
mas agresivas de Leishmania spp., serian determinantes al respecto; igualmente es
relevante determinar la naturaleza de el o los metabolitos relacionados con estos resultados,
caracterizar la fuente de los mismos, permitiria un aprovechamiento completo de uno de
los recursos naturales mas populares por su fruto exético, en nuestro pais, y en la medicina
tradicional en poblaciones rurales por sus propiedades antiinflamatorias. No esta demas
promover el uso racionado y la conservacion de las especies vegetales con las que se
cuentan, no unicamente en el estado de Chiapas, sino en el resto de la geografia ya que
pudiera ser que en ellos se encuentren los tratamientos para enfermedades agobiantes, tal
como es el caso de la leishmaniosis; es necesario puntualizar que este trabajo al igual que
otros similares refleja la ignorancia que hay acerca de las propiedades de las especies
vegetales mas comunes que nos rodean dejando entrever que las especies no tan comunes y

ain desconocidas probablemente poseen propiedades medicinales iguales o de mayor

alcance.
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V.2 Anexos

IV.2.1 Curvas estindar y cuantificacion de flavonoides por métodos colorimétricos.

IV.2.1.1 Método cloruro de aluminio/quercetina
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IV. 2.1.2 Método 2,4-dinitrofenilhidralazina/naringenina.

IV.2.1.2.1 Estandarizacion de la curva para flavononas
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1V.2.1.3 Método Folin/acido galico
IV.2.1.3.1 Estandarizacion de la curva para fenoles totales
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