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1. Resumen

La malaria es la enfermedad parasitaria que causa mas muertes en el mundo, este
problema de salud es aun mas grave debido a que el agente etioldgico, Plasmodium,
desarrolld resistencia a los tratamientos antimalaricos existentes, por lo que no se ha
podido erradicar la enfermedad. Ademads, la sintomatologia severa y su principal
complicacién, la malaria cerebral, se asocian a la respuesta inflamatoria exacerbada. Ante
esta situacion en este trabajo estudiamos Cymbopogon citratus y Curcuma longa, dos
plantas medicinales con propiedades antimaldricas y antinflamatorias en un modelo
experimental de malaria, en un intento de generar nuevos tratamientos contra el parasito
que también controlen la respuesta inmune exacerbada.



2. Abstract

Malaria is the parasitic disease that causes more deaths in the world, this health problem
is even more serious because the etiologic agent, Plasmodium, developed resistance to
existing antimalarial treatments, so it has not been possible to eradicate the disease. In
addition, severe symptomatology and its main complication, cerebral malaria, are
associated with the exacerbated inflammatory response. Given this situation in this work
we study Cymbopogon citratus and Curcuma longa, two medicinal plants with antimalarial
and anti-inflammatory properties in an experimental model of malaria, to generate new
treatments against the parasite that also control the exacerbated immune response.



3. Introduccion

La malaria o paludismo cuyo agente etiolégico es el protozoario Plasmodium es la
enfermedad parasitaria mas importante en el mundo, en el 2018 la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) reporté 219 millones de casos nuevos y 445 mil muertes, lo que
constituye un problema de salud publica a nivel mundial (1). En el hospedero vertebrado
Plasmodium adopta diversas formas, las que corresponden a la fase eritrocitica son las de
mayor relevancia clinica (Figura 1), ya que causan la sintomatologia: anemia grave,
caquexia (pérdida de peso, atrofia muscular, fatiga y debilidad), espleno y hepatomegalia
e hipoglucemia, ademas las infecciones con P. falciparum causan el mayor nimero de
muertes y la sintomatologia mds grave, fallo orgdnico y malaria cerebral (2-6).

La malaria cerebral se manifiesta con pérdida de la conciencia, coma y muerte (2), aunque
no existe un completo entendimiento de la patogénesis, esta complicacidn se asocia con
la inflamacion exacerbada, inducida por la sobreproduccion de citocinas proinflamatorias
como el interferén gamma (IFN-y) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (7).

El problema de la alta mortalidad de la malaria es aun mas grave debido a que el
Plasmodium ha desarrollado resistencia a todos los tratamientos antimalaricos existentes,
por lo que no se ha podido erradicar la enfermedad. Ante esta situacién la OMS alienta la
investigacion de nuevas fuentes y formulaciones de antimalaricos que permitan superar la
resistencia. El uso de compuestos derivados de fuentes bioldgicas es una importante
alternativa para el tratamiento de esta enfermedad (8, 9). Si bien, la inflamacién se
requiere para iniciar los mecanismos que conducen a la eliminacidon del Plasmodium;
paraddjicamente si la inflamacidn se torna crénica puede conducir a la muerte.

3.1. Lainflamaciény la respuesta inmune en la malaria

El proceso inflamatorio involucra diferentes células de la respuesta inmune (neutrdfilos,
macrofagos, basofilos, células cebadas, linfocitos T, linfocitos B, etc.) que interactian
entre si y llegan al sitio de la lesidn gracias a diversas moléculas: factores quimiotacticos,
citocinas, factores de crecimiento, prostaglandinas, etc. La interaccion de las diferentes
células y los mediadores depende de factores como: el punto del proceso inflamatorio en
el que se encuentren, lo que haya iniciado el proceso (patégeno, autoinmunidad, lesién
fisica o quimica, etc), el tejido u drgano involucrado o si la inflamacion es aguda o croénica
(10).

La respuesta inflamatoria es un arma de doble filo ya que es el inicio del proceso de
curacién, pero si se vuelve crénica y generalizada, resulta en un proceso agresivo que
puede ocasionar la muerte del paciente (10, 11). La inflamacién generalizada se



caracteriza por la liberacién de citocinas pro- y antinflamatorias en la circulacion,
actualmente se piensa que la sintesis excesiva de estas citocinas es lo que genera la
enfermedad que asociamos al agente patégeno (12), tal es el caso de la malaria.

En la infeccion con Plasmodium, el parasito inoculado en la piel del hospedero vertebrado
migra e invade al higado, posteriormente migra a torrente sanguineo e infecta a los
eritrocitos en donde los parasitos se multiplican de forma asexual provocan la lisis del
eritrocito, al liberarse al torrente sanguineo invaden a nuevos eritrocitos (Figura 1); la lisis
de los eritrocitos produce anemia grave, ademas el Plasmodium induce cambios
estructurales en la membrana del eritrocito volviéndolos rigidos lo que promueve la
formacidn de rosetas. Cuando el didmetro de los capilares es menor al de estos eritrocitos
y rosetas, se modula positivamente la liberacidon de citocinas que inducen la expresion de
adhesinas en las células endoteliales, esto permite el secuestro de los eritrocitos
parasitados en los vasos, lo que inicia una respuesta inflamatoria exacerbada, ademas
como consecuencia de la anemia y el secuestro de eritrocitos se reduce la oxigenacién de
los tejidos, si esto sucede en el cerebro se desarrolla la malaria cerebral, esta complicacién
causa convulsiones, coma y muerte (5, 8, 13, 14).

Durante la fase sanguinea los anticuerpos y los linfocitos T cooperadores son
componentes clave para la eliminacion del parasito; los anticuerpos opsonizan a los
eritrocitos parasitados lo que promueve su eliminacion por los macréfagos (5); los
anticuerpos también previenen la infeccion de los eritrocitos sanos al unirse a los
merozoitos circulantes lo que origina su lisis via complemento. Los linfocitos T
cooperadores participan directamente en la respuesta contra Plasmodium al producir
citocinas pro-inflamatorias (IFN-y y TNF-a) que activan a los macréfagos y como
consecuencia aumenta la fagocitosis del pardsito. Ademads, la cooperacién con los
linfocitos B via moléculas del complejo principal de histocompatibilidad y de las citocinas
IL-4 e IL-6 promueve la maduracion de clonas de linfocitos B especificos contra
Plasmodium. Otros componentes centrales en la respuesta inmune son los linfocitos NK,
las células T v3, la microbiota del hospedero y los anticuerpos naturales, finalmente
citocinas como la IL-10 y el TGF-B regulan negativamente la respuesta inflamatoria (8, 15)
(Figura 2).

Una respuesta inflamatoria excesiva, se caracteriza por concentraciones altas de las
citocinas IL-1, IL-6, IFN-y y TNF-a, que exacerban los efectos de la parasitemia.
Paraddjicamente, una respuesta inflamatoria insuficiente se relaciona con parasitemias
mas altas (5).
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reviews Immunology. 2004;4(3):169-80

3.2. Tratamientos antimalaricos y el desarrollo de resistencia

Debido a que la respuesta inmune con frecuencia no es suficiente para eliminar al parasito
Yy que no existe una vacuna que elimine a esta patologia, se utilizan farmacos
antimaldricos para hacer frente a esta enfermedad. La mayoria de los antimalaricos
derivan de fuentes naturales, especialmente plantas, por ejemplo: son derivados de
Chinchona sp. la quinina y la cloroquina, derivados de Artemisa annua son la artemisinina
y el artesunato, derivan de la Tabebuia impetiginosa la atovaquona. Los principios activos
de las plantas se extraen y caracterizan con base en el paradigma farmacéutico para el
descubrimiento de nuevos medicamentos (16, 17).

Para producir farmacos antimalaricos los principios activos se aislan de plantas o se
sintetizan quimicamente. En general, las infusiones de las plantas o la planta completa
poseen mayor actividad que el principio activo, en dosis equivalentes del extracto crudo.
Es probable que se deba a la sinergia de los multiples compuestos presentes en las
plantas. Ademads, los medicamentos derivados de plantas interactlan con receptores
biolégicos y no generan resistencia, esta justificacion farmacoldgica sienta la base para el
desarrollo de tratamientos a base de plantas completas en lugar de compuestos Unicos
aislados de ellas (16).



En las ultimas décadas tres de las cinco especies de Plasmodium que infectan a los
humanos (P. vivax, P. falciparum, P. malariae) desarrollaron resistencia a los principales
farmacos antimalaricos (Figura 3) (18). El problema es que cuando se desarrolla resistencia
a un farmaco, también ocurre para otros farmacos de la misma familia o para farmacos
gue tengan un modo de accidn similar (19).
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Figura 3 Distribucion geografica de P. falciparum resistente a los antimalaricos mas usados. En rojo se muestran las
zonas endémicas de malaria, en azul la resistencia a cloroquina, en amarillo la resistencia a sulfadoxina-pirimetamina y
en lineas punteadas la resistencia a artemisina. Imagen tomada y modificada de Krungkrai SR. 2016 (18).

Ante este problema la estrategia de la OMS consiste en el monitoreo de la eficacia
terapéutica de los antimalaricos (al menos una vez cada 24 meses), en caso de encontrar
resistencia ante un farmaco, se procede a la administracién de tratamientos combinados;
esta estrategia funciona debido a que la resistencia se origina por las mutaciones en el
parasito, la probabilidad de que surja una mutacién que genere resistencia a dos
antimaldricos diferentes es igual al producto de las tazas de mutacién que genera
resistencia a cada farmaco de forma individual. En comparacion con la administracion de
un solo farmaco, los tratamientos combinados pueden retrasar el desarrollo de resistencia
(18-21).

En la década de 1930 comenzé el uso de la cloroquina como terapia antimalarica, a finales
de la década de 1950 se convirtid en el tratamiento utilizado por la OMS en su Programa
Global de Erradicacion de la Malaria, pero a finales de la década de 1960 se descarté su
uso por el desarrollo y distribucion de la resistencia de Plasmodium, esto dejé a millones
de pacientes sin tratamiento (22).



En la década de 1970 mediante ensayos clinicos a gran escala se demostrd que a pesar de
su baja biodisponibilidad la artemisinina posee una actividad antimaldrica potente, asi que
se modificd quimicamente (artesunato y artemeter) para aumentar la biodisponibilidad y
la potencia antimalarica al combinarse con otros farmacos, principalmente mefloquina. Se
esperaba que esta combinacion superara la resistencia, sin embargo, en 2005 se
documentod la resistencia de P. falciparum ante ese tratamiento. Es importante resaltar
que las infusiones de Artemisa annua se utilizaron en la medicina tradicional china por
mas de 2000 mil afios sin que se generara resistencia, pero cuando se administro la
artemisinina purificada el Plasmodium desarrollo resistencia. Mostafa et al, demostraron
gue las hojas secas de Artemisa annua tenian un efecto antimalarico mas potente que la
artemisinina en una dosis equivalente, de manera interesante, al administrar la planta
completa se supero la resistencia (22).

Las moléculas de las que se derivaron los principios activos de las plantas evolucionaron
conjuntamente para interactuar entre si, lo que otorgd un beneficio ecoldgico al
organismo productor, ya sea en la competencia de recursos o en la lucha contra
depredadores y patogenos, esta coevolucion produce una sinergia o potenciacién que
aumenta la eficiencia al mismo tiempo que reduce la aparicion de resistencia y los efectos
téxicos, con base en este paradigma se adoptd la combinacion de farmacos como
estrategia para controlar y prevenir la resistencia (23). Otra planta que se ha usado por
cientos de afios en la medicina tradicional asidtica es la Curcuma longa, la cual posee
actividad inmunoreguladora y parasiticida contra diversos parasitos incluido el
Plasmodium (24).

3.3.  Curcuma longa
Curcuma longa (C. longa) es una hierba perenne de la familia Zingiberaceae, sus hojas son
oblongas y puntiagudas, su flor es amarilla y en forma de embudo, su rizoma, la porcién
de la planta utilizada en los sistemas de medicina tradicional china y ayurvédica,
generalmente se hierve, seca y muele para obtener un polvo amarillo que se utiliza como
tratamiento contra la inflamacion, flatulencias, dificultades menstruales, hematuria,
hemorragias y cdlicos (25, 26). Los compuestos responsables de la actividad bioldgica de
C. longa son: el flavonoide curcumina (diferuloilmetano) y varios aceites volatiles, tales
como: tumerona, atlantona y zingiberona. El componente mas estudiado es la curcumina,
la cual esta presente entre 0.3 y 5.4% (25). Se ha demostrado que C. longa tiene diversas
propiedades  farmacoldgicas:  antimicrobiana, antioxidante, hepato-protectora,
antiinflamatoria y potenciadora de la respuesta inmune, como se describe a continuacion.

En relacion a su actividad antimicrobiana, el extracto y el aceite esencial de C. longa
inhiben el crecimiento de bacterias, parasitos y hongos (25). En un modelo murino de



malaria Reddy et al., demostraron que la administracion oral de curcumina, el extracto y
el aceite esencial de C. longa inhiben el crecimiento de bacterias, parasitos y hongos (25).
Ademas, en un modelo murino de malaria demostraron que la administracién oral de
curcumina (100 mg/Kg) disminuye la parasitemia entre un 80 y 90% e incrementa la
sobrevida con respecto a los ratones tratados con vehiculo (27). Se ha demostrado la
eficacia de la curcumina en el tratamiento de la malaria cerebral, aunque no se ha descrito
su mecanismo de accidn, una hipodtesis es la supresion de citocinas Thl y la induccién de
una respuesta tipo Th2 (9, 28). La capacidad antioxidante de curcumina y los extractos de
C. longa son comparables al poder antioxidante de las vitaminas C y E (25). El efecto
hepatoprotector de la C. longa se debe en gran parte a sus propiedades antioxidantes y a
su actividad antiinflamatoria; Park et al. demostraron que administrarla in vivo protegia a
ratas con dafio hepdtico agudo y subagudo inducido con tetracloruro de carbono (29).
Ademas, el tratamiento con el extracto de C. longa redujo en un 90% la produccién de
aflatoxina en patos infectados con Aspergillus parasiticus (25). Dattani et al. demostraron
gue la administracion de curcumina (80 mg/Kg) disminuye el dafio hepatico causado por
cloroquina (300 mg/Kg) en ratones (26). Es importante indicar que cuando se administra
curcumina via oral su actividad antiinflamatoria se compara con la de la cortisona y la
finilbutazona, su efecto antiinflamatorio se puede atribuir a la inhibicidn de la sintesis de
prostaglandinas y la funcién neutrofilica (25). Finalmente, la ingesta de curcumina modula
la respuesta inmune, incrementa el nimero de linfocitos CD4* y de linfocitos B presentes
en el intestino; también incrementa la sintesis de anticuerpos en ratones; ademas inhibe
la activacion de NF-kB (25).

En la mayoria de los estudios realizados en humanos la administraciéon de circuma es
segura; sin embargo, los principales problemas para su uso como tratamiento
antimaldrico son: la limitada absorcidn, la baja biodisponibilidad y la inestabilidad quimica
de sus componentes (28, 30).

3.4. Cymbopogon citratus

El Cymbopogon citratus es otra planta con propiedades antimicrobianas, antioxidantes y
antiinfamatorias, antiespasmaddicas y analgésicas, crece principalmente en climas
tropicales y subtropicales, pertenece a la familia de las poaceas, se utiliza ampliamente en
la medicina asiatica, resulta eficaz en el tratamiento de infecciones, desordenes digestivos
y nerviosos, asi como dolores de cabeza y reumaticos (31, 32).

C. citratus se utiliza globalmente como remedio herbal para tratar diversos padecimientos,
como: diabetes, dislipidemia, molestias gastrointestinales, ansiedad, fiebre, gripa,
neumonia, malaria y la prevencion de la formacién de agregados plaquetarios (33), reduce
la pirexia de ratones inducida por D-anfetamina o con levadura de Brewer en un 95y 97%



respectivamente, su efecto antipirético es comparable al efecto antipirético del
paracetamol (34), también tiene actividad anti-inflamatoria en ratones tratados con
carragenina en el cojinete plantar (34). En afiadidura, Viana et al, demostraron el efecto
analgésico del aceite esencial de C. citratus en ratones propusieron que su efecto es tanto
central como periférico y puede deberse a la interaccidén con los receptores opioides (35).

Tchoumboungnang et al demostraron su actividad antimalarica, mediante la prueba de
supresiéon de 4 dias, en ratones infectados con Plasmodium berghei suprimieron la
parasitemia (62.1-86.6%) con la administracion del aceite esencial (200, 300 y 500mg/Kg)
(36), mientras que en nuestro grupo de investigacion demostramos que la administracion
de la planta completa suprimid la parasitemia (99.46-99.89%) (37).

Los compuestos activos de Cymbopogon citratus responsables de sus diversas actividades
bioldgicas son: polifenoles, flavonoides principalmente derivados de la luteolina, terpenos
como el citral, el geraniol, el citronelol y el mirceno, taninos y el acido clorogénico (38, 39),
el citral es el componente mas abundante en el aceite esencial (65%-85%) y el mas
importante a nivel fisioldgico y farmacolégico (33). Leite et al demostraron que la infusién
de C. citratus no es toxica (40). Los flavonoides y taninos presentes en el extracto
etandlico de las hojas tienen actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus (41).
In vitro el aceite esencial tiene actividad contra Candida spp (42) y el tripanozomatido
Crithidia deanei (43). Adicionalmente, Ekpeyoung et al reportan que el aceite esencial
tiene actividad contra diversas bacterias y hongos (33).

3.5. Protocolo para el estudio de nuevos antimalaricos

Para determinar la respuesta terapéutica, al igual que los umbrales terapéuticos y de
resistencia de los farmacos, se utilizan ensayos in vivo, esto ha permitido ajustar las
politicas que rigen a los antimalaricos. Las especies de Plasmodium que infectan a los
humanos no infectan modelos no primates, por lo tanto para evaluar la actividad
antimaldrica in vivo se utilizan modelos murinos infectados con: P. berghei, P. yoelii, P.
chabaudi o P. vinkei (16), de estos modelos, los ratones CBA/Ca infectados con P. berghei
ANKA desarrollan signos y sintomas similares a la malaria cerebral humana, como
hemorragias y secuestro de eritrocitos en la microvasculatura cerebral (7), por lo que esta
ultima combinacidn constituye un modelo experimental de malaria cerebral.

El protocolo mas utilizado para la busqueda de nuevos antimaldricos es la prueba de
supresion de 4 dias, consiste en administrar el tratamiento con la substancia en estudio el
dia cero tres horas posteriores a la infeccidn y después cada 24 horas en los dias 1 a 3 post
infeccion, como control positivo se administra cloroquina o artemisinina. A partir del dia 4
y hasta el dia 6 se cuantifica la parasitemia y se determina la actividad antimalarica del
compuesto (16).



Los estudios de dosis-respuesta requieren un minimo de 4 dosis diferentes, la dosis
efectiva DE50 y la dosis DE9O se calculan al graficar el logaritmo de las dosis contra la
funcion probit de la actividad antimaldrica, estd prueba permite comparar la potencia
relativa del compuesto estudiado contra un farmaco estandar (16).

4. Planteamiento del problema

La malaria es la enfermedad parasitaria que ocasiona el mayor numero de muertes en el
mundo, la sintomatologia severa, la malaria cerebral y la mortandad son consecuencia de
la respuesta inmune inflamatoria exacerbada. Ademas, el parasito ha desarrollado
resistencia a todos los farmacos antimalaricos disponibles, por lo que la OMS promueve la
investigacion de estrategias terapéuticas distintas que incluyan la combinacién de
compuestos que ademds de eliminar al parasito contribuyan a regular la respuesta
inflamatoria exacerbada y retrasen la aparicion de resistencia. Dado que ambas plantas C.
longa y C. citratus poseen actividad antimalarica y antiinflamatoria, en este trabajo se
estudio el efecto de ambas plantas sobre la respuesta inmune de ratones CBA/Ca
infectados con P. berghei ANKA.

5. Hipotesis

La administracion de Curcuma longa y de Cymbopogon citratus regulara el proceso
inflamatorio mediante la disminucion de la concentracidn de citocinas proinflamatorias, y
el incremento de citocinas antinflamatorias, en consecuencia, disminuird la parasitemia y
aumentara la sobrevida en ratones CBA/Ca infectados con Plasmodium berghei ANKA.

6. Objetivos

Objetivo General. Evaluar el efecto del tratamiento con C. longa y C. citratus sobre el
proceso inflamatorio en un modelo experimental de malaria.

Objetivos especificos:

1. Determinar el contenido de curcumina en el rizoma de C. longa.

2. Determinar la dosis dptima de C. longa como antimalarico en ratones CBA/Ca infectados con
P. berghei ANKA.

3. Determinar si al administrar la combinacién de C. longa y C. citratus existe efecto

antimaldrico sinérgico.



4, Evaluar el efecto de la administracion individual y en diferentes combinaciones de ambas
plantas sobre la respuesta inmune a través de:

a. Determinar el porcentaje de células de la respuesta inmune (linfocitos, macréfagos,
células NK) en el bazo de ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA mediante
citometria de flujo.

b. Determinar la concentracién de citocinas pro- y antiinflamatorias (IFN-y, TNF-a, IL-1f3, IL-
6, IL-10, IL-17) en el suero de ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA mediante
citometria de flujo.

7. Disefio experimental

Para determinar el efecto de C. longa y C. citratus sobre la respuesta inmune contra
Plasmodium se requirieron una serie de experimentos previos, primero se identificod que el
preparado comercial de rizoma de C. longa contenia curcumina mediante espectrometria
infrarroja y se cuantificd la concentracidon espectrofotométricamente por comparacién
con un estandar comercial. Se determind la dosis 6ptima de C. longa con base en la
concentracion de curcumina utilizada como antimaldrico previamente reportada
(100mg/Kg) (27). Posteriormente, se analizd si utilizar la dosis éptima de ambas plantas
combinadas tenia actividad agonista o antagonista y finalmente se analizé el efecto de
cada planta sobre la respuesta inmune (Figura 4).
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Figura 4 Disefio experimental. La estrategia experimental consistié en analizar si la muestra comercial de Curcuma longa
contenia curcumina y cuantificar su concentracion. Se realizd una curva dosis-respuesta de C. longa para determinar la
dosis 6ptima de la actividad antimalarica en la muestra de C. longa, la curva dosis-respuesta de Cymbopogon citratus se
realizé en un trabajo publicado por nuestro grupo (37). Posteriormente, se determind si la combinacién de ambas
plantas a diferentes concentraciones generaba sinergia. Finalmente, se analizé el efecto de administrar las dosis 6ptimas
de cada planta sobre la respuesta inmune de ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA.



8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Material biologico

Ratones y parasito. Los ratones CBA/Ca pie de cria fueron una donacién del Doctor
William Jarra (National Institute for Medical Research, Londres, Inglaterra). Los ratones se
criaron, alimentaron y mantuvieron en un ambiente libre de patdgenos en el bioterio de
investigacion de la FES Zaragoza, UNAM. Las instalaciones del bioterio y los
procedimientos con animales cumplen con la norma oficial (NOM-062-Z00-1999) para el
uso y cuidado de animales de laboratorio. El comité de ética e investigacion de la FES
Zaragoza aprobod los protocolos utilizados oficio 28/04/50/3.4.1.

El parasito P. berghei ANKA también fue una donacion del Doctor William Jarra, el parasito
se conservo congelado en nitrégeno liquido.

Plantas. La porcion aérea de una muestra de C. citratus se recolecté en Zafra, Putla Villa
de Guerrero, México (latitud: N16°58'52”, longitud W97°53'34”), y se identificd por el
doctor Eloy Solano Camacho, el nimero del especimen (FEZA: 1607) se almacend en el
acervo de la FES Zaragoza, UNAM. El polvo del rizoma de C. longa fue una donacién del Dr.
José Luis Sauer.

Anticuerpos. Para la determinacién de poblaciones celulares se utilizaron anticuerpos
monoclonales marca Biolegend anti-ratdon dirigidos contra los siguientes marcadores de
diferenciacidon: CD8a-PE, CD19-APC, CD16/32-PE, CD3-FITC, CD4-APC, CD107b-PE

8.2. Metodologia

8.2.1. Determinacién del contenido de curcumina en el rizoma de C. longa

Para cuantificar el contenido de curcumina en el rizoma de C. longa y determinar la dosis
equivalente a 100 mg de curcumina/Kg de peso (dosis reportada en la literatura) (27), se
cuantifico espectrofotométricamente la concentracion de la muestra problema por
comparacion con la absorbancia y concentracion de un estandar de curcumina (Sigma
Aldrich). Para determinar el maximo pico de absorcién primero se realizé un barrido
espectrofotométrico con una dilucién de 10 pg del estdndar en 1mL de metanol,
posteriormente se prepararon dos diluciones en 10mL de metanol, para la muestra se
pesaron 15.3 mg de C. longa y para el estandar se pesaron 15 mg, ambas diluciones se
diluyeron (1:10), se determind la absorbancia a 424 nm y para el cadlculo se compararon
las absorbancias de la muestra con el estandar para cuantificar el contenido de curcumina
en la muestra.



8.2.2. Curva dosis-respuesta de Curcuma longa

Para determinar la dosis dptima de de C. longa se estudiaron 7 grupos de cinco ratones
CBA/Ca machos de dos meses de edad. Para generar la curva dosis respuesta se utilizaron
4 concentraciones de C. longa: 312 mg/Kg, 625 mg/Kg, 1250 mg/Kg y 2500 mg/Kg
equivalentes a 25 mg, 50 mg, 100 mg y 200 mg de curcumina respectivamente. A cada
grupo de ratones se le administraron 4 dosis de Curcuma longa, o de cloroquina (25
mg/Kg de peso) para el grupo control positivo, o de estandar de curcumina (100 mg/Kg).
La primera dosis se administréd 3 horas después de la infeccidn, posteriormente 1 dosis
cada 24 horas durante 3 dias; via oral. Diariamente se evalué: la sobrevida, la parasitemia,
la variacidn del peso y la temperatura, la concentracién de hemoglobina y cada tercer dia
se evalud la glucemia.

8.2.3. Variacion del peso

Los ratones se pesaron un dia antes de la infeccion y a ese peso se le asigno el 100% para
cada raton, después de la infeccidn, los ratones se pesaron diariamente a la misma hora
con una balanza semianalitica, para evaluar el cambio en el porcentaje de peso corporal se
utilizo la siguiente ecuacion.

Peso medido
%Peso = 100 =

Peso en el dia cero

8.2.4. Temperatura

Diariamente y a la misma hora se midié la temperatura corporal de los ratones con un
termdémetro infrarrojo marca Thermofocus, se apunto la sefial infrarroja a una distancia
de 5 cm entre el termdmetro y el vientre del ratén.

8.2.5. Hemoglobina

Diariamente y a la misma hora se tomd una muestra de sangre se la cola del ratdn, se
adicionaron 2l de sangre de cada raton en 498 plL de reactivo de Drabkin, se mezcld y se
incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos, la concentracion de hemoglobina se
evalué espectrofotométricamente a 540 nm, para calcular la concentracién de
hemoglobina se compard la absorbancia de la muestra contra una curva estandar de
hemoglobina de rata comercial.

8.2.6. Glucemia

Cada tercer dia y a la misma hora se tomd una gota de sangre de la cola del raton, se
colocé en la tira reactiva y se cuantificd la concentracion de glucosa con un glucémetro
Accu-Check® Performa.



8.2.7. Sobrevida

Diariamente se registrd la sobrevida en cada grupo, se consideré como 100% el niumero
total de ratones por grupo al inicio del experimento, el tratamiento estadistico se realizo
con el programa Graphpad Prism 5 y el método de Kaplan-Meier.

8.2.8. Curva dosis respuesta de la mezcla de Curcuma longa y Cymbopogon citratus
Para determinar si la combinacion de ambas plantas generaba sinergia, se probaron
diferentes cantidades de C. longa y C.n citratus en la mezcla. Se estudiaron 8 grupos, cada
uno con cinco ratones CBA/Ca machos de dos meses de edad. A cada grupo se le
administrd una combinacion con proporciones diferentes de C. longa y C. citratus se tomo
como base la concentraciéon que generd la mayor actividad antimaldarica, como control
positivo se utilizd un grupo tratado Unicamente con cloroquina. Ademas, se analizdé un
grupo infectado tratado Unicamente con vehiculo como control negativo como se muestra
en la Tabla jError! No se encuentra el origen de la referencia.. La primera dosis se
administré 3 horas después de la infeccidn, posteriormente se administré una dosis cada
24 horas durante 3 dias; diariamente se evalud: la sobrevida, la parasitemia, la variaciéon
del peso y la temperatura, la concentracion de hemoglobina y cada tercer dia se evalud la
glucemia.

Tabla 1 Disefio de los grupos de ratones para el analisis de sinergia de Curcuma longa y
Cymbopogon citratus

Grupo Tratamiento

1. Control negativo Vehiculo (PBS-aceite de maiz)

2. Control positivo Cloroquina 25 mg/Kg

3.Curcuma longa C. longa 312 mg/Kg

4. Cymbopogon citratus C. citratus 1600 mg/Kg

5. Mezcla 1 (1:4) C. longa 62.4 mg/Kg, C. citratus 1280 mg/Kg
6. Mezcla 2 (2:3) C. longa 124.8 mg/Kg, C. citratus 960 mg/Kg
7. Mezcla 3 (3:2) C. longa 187.2 mg/Kg, C. citratus 640 mg/Kg
8. Mezcla 4 (4:1) C. longa 249.6 mg/Kg, C. citratus 320 mg/Kg

8.2.9. Activacion del parasito

Se descongeld un vial que contenia 300uL de sangre parasitada con Plasmodium berghei
ANKA e inmediatamente se inyecté via intraperitoneal en dos ratones (100 y 200uL
respectivamente), a partir del tercer dia post infeccién se cuantificd el porcentaje de
eritrocitos parasitados; cuando la parasitemia alcanzd el 23% se prepard una suspension
con 1 X 10* eritrocitos parasitados/mL.



8.2.10.Infeccion con P. berghei ANKA
Los ratones se infectaron via intravenosa con 1 X 103 eritrocitos parasitados con
Plasmodium berghei ANKA.

8.2.11.Parasitemia

A partir del tercer dia postinfeccidn, diariamente, se extrajo una gota de sangre de la cola
de cada ratdén y se realizd un frotis sanguineo el cual se dejé secar al aire y se fijé con
metanol absoluto, se tifié durante 30 minutos con el colorante Giemsa (Merck) que se
diluyé con amortiguador de fosfatos pH 7.23 (1:10), se lavd con agua corriente, se
permitié que secara y se observd al microscopio éptico con el objetivo 100X, el porcentaje
de eritrocitos parasitados se cuantificd en 200 eritrocitos (cuando la parasitemia excedia a
2 eritrocitos parasitados por campo) o en 50 campos (cuando la parasitemia era menor a 2
eritrocitos parasitados por campo).

8.2.12.Supresion de la parasitemia
El porcentaje de supresion de la parasitemia se calculé mediante la siguiente ecuacion, en
donde PCN es la parasitemia del control negativo y PGE la parasitemia del grupo

experimental. Se consideré6 como dia cero el dia que se infect6 a los ratones.
PCN — PGE

%Supresion = 100 * PCN

8.2.13.Preparacion de los grupos

6.2.3.1  Grupos control
El grupo control negativo. Un grupo de ratones CBA/Ca machos de 4 a 6 semanas de edad
se le administraron 400puL de vehiculo (PBS) por via oral diariamente durante 4 dias

Grupo control positivo. Igual que en el grupo anterior describe el nimero de ratones, la
cepa, el sexo, la edad. A cada ratdn se le administraron 400 pL de una preparacion de
cloroquina que contenia 25 mg/Kg de peso corporal disuelta en vehiculo, se calculd la
cantidad de cloroquina con base en el peso corporal de los ratones.

6.2.3.2  Curcuma longa
El polvo de C. longa se obtuvo de capsulas comerciales, cuyo contenido de curcumina se
cuantifico espectrofotométricamente, el polvo se almacend en frascos dentro de un
desecador. Se administrd via oral 4 veces (3 horas después de la infeccion con P. berghei
ANKA'y 24, 48 y 72 horas posteriores a la primera administracion).



6.2.3.3  Cymbopogon citratus
La porcidn aérea de la planta Cymbopogon citratus se lavo, secé y pulverizd, para obtener
un tamafo de particula menor a 75 micras, el polvo se hizo pasar a través de un tamiz con
numero de malla 200 y se almacend en frascos dentro de un desecador hasta su uso. Se
administré via oral 4 veces (3 horas después de la infeccidon con P. berghei ANKA y 24, 48 y
72 horas posteriores a la primera administracion) por medio de una canula y una jeringa
para insulina.

8.2.14. Evaluacidon del efecto de la administracion de C. longa y C. citratus
sobre el porcentaje de: linfocitos T CD4*, linfocitos T CD8, linfocitos B,
células NK* y macrofagos, y la concentracion de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A,

TNF e IFN-y

Para evaluar el efecto de la administraciéon de C. longa y C.n citratus sobre las poblaciones
celulares CD3*, CD3*CD4*, CD3*CD8*, NK*, CD19*, macrdfagos, y la concentracion de
citocinas pro-inflamatorias (IL-2, IL-4, IL-6, TNF-a, IFN-y) y anti inflamatorias (IL-10, IL-17A),
se utilizaron 5 grupos de ratones CBA/Ca machos de 6 semanas de edad con diez ratones
cada uno, de los cuales cinco ratones no se infectaron. A cada grupo de ratones se le
administré uno de los siguientes componentes: grupo 1) vehiculo para el control negativo,
grupo 2) cloroquina para el grupo control positivo, grupo 3) C. longa, grupo 4) C. citratus,
o grupo 5) la mezcla de ambas plantas en las dosis antimaldricas establecidas en
experimentos anteriores, como se muestra en la tabla 2jError! No se encuentra el origen
de la referencia.. La primera dosis se administré 3 horas después de la infeccion,
posteriormente se suministré 1 dosis cada 24 horas durante 3 dias; los otros 5 grupos de
ratones se trataron de la forma ya descrita pero no se infectaron para utilizarse como
controles. Diariamente, se evalud: la parasitemia, |la variacion del peso, la temperatura, la
concentracion de hemoglobina y cada tercer dia se evalué la glucemia, los ratones se
sacrificaron al octavo dia postinfeccion, se les extrajeron muestras de sangre y bazo para
analizar las poblaciones celulares en bazo y cuantificar la concentracion de citocinas en el
plasma.



Tabla 2 Diseiio de los grupos de ratones para analizar el efecto sobre la respuesta inmune de Curcuma longa y
Cymbopogon citratus

Grupo Tratamiento Infeccién
. , Sin infeccion
1. Control negativo Vehiculo (PBS) P. berghei ANKA
- . Sin infeccion
2. Control positivo Cloroquina 25 mg/Kg P. berghei ANKA
Sin infeccid
3. Curcuma longa C. longa 312 mg/Kg i [nfeccion

P. berghei ANKA

Sin infeccion
P. berghei ANKA
Sin infeccidn
P. berghei ANKA

4. Cymbopogon citratus | C. citratus 1600 mg/Kg

5. Mezcla C. longa 312 mg/Kg, C. citratus 1600 mg/Kg

8.2.15./ndice esplénico

El octavo dia postinfeccion los ratones se pesaron, se sacrificaron, se extrajo el bazo y se
pesé en una balanza analitica, el indice esplénico se calculdé para cada ratdon como el
cociente del peso del bazo dividido por el peso corporal del ratén (44). Los datos se
presentan como la media + SEM.

8.2.16.Cuantificaciéon de las poblaciones celulares

El octavo dia postinfeccién los ratones se sacrificaron, se extrajo el bazo, el tejido se
disgregd haciéndolo pasar por una malla de Nylon estéril. Las células se fijaron con la
solucion comercial FACS lysying solution Beckton and Dickinson (diluida al 10% con agua
destilada estéril), las células se lavaron y se tifieron con una dilucion previamente
calibrada de anticuerpos monoclonales BiolLegend (antiCD8a dilucion 1:600, antiCD19
dilucion 1:1600, antiCD16/32 dilucion 1:150, antiCD3 diluciéon 1:250, antiCD4 dilucidn
1:1000, antiCD107b dilucidn 1:250), durante 30 minutos en hielo y protegidos de la luz, se
realizd un lavado para eliminar los anticuerpos que no reaccionaron. La cuantificacion de
las poblaciones celulares se llevé a cabo en el citémetro de flujo FACSAriall, el analisis se
realizo con el software FACSdiva.

8.2.17.Cuantificacién de la concentracion de citocinas

Al octavo dia postinfeccion se sacrificaron los ratones, se extrajo sangre en tubos con
heparina y se separd el plasma por centrifugacion, se prepard una curva estdndar con los
estandares de las citocinas provistos en el kit comercial TH1/TH2/TH17 CBA de Becton and
Dickinson, posteriormente se prepard la mezcla de las perlas de captura también provistas
en el kit, las muestras de suero y la curva estandar se hicieron reaccionar con la mezcla de
perlas de captura durante dos horas a temperatura ambiente protegidas de la luz, pasado



el tiempo de incubacion se agregd solucidn de lavado y se centrifugaron las muestras y la
curva, se elimind el sobrenadante y se resuspendid el botdn en solucién FACSFlow, la
cuantificacion se realizo en el citdmetro de flujo FACSAria Il.

9. Resultados

Para cumplir con el primer objetivo, “Determinar el contenido de curcumina en el rizoma
de Curcuma longa”, una muestra del rizoma de la planta se analizé por espectrofotometria
infrarrojo y el resultado se compard con un estandar de curcumina. Posteriormente se
cuantifico espectrofotométricamente la concentracién de curcumina en la muestra por
comparacion con el estandar.

9.1. Andlisis infrarrojo del rizoma de Curcuma longa
Se identifico en el rizoma de C. longa |a presencia del principio activo curcumina mediante
espectrometria de infrarrojo y se compard con el espectro infrarrojo de un estandar de
curcumina (Figura 5)

En ambos espectros coinciden varios picos: los de 3504 y 3285 indican la presencia de
grupos hidroxilo unidos a anillos aromaticos (color guinda), los picos 3015 y 2924 indican
la presencia de alquenos (color rosa), los picos 1626 y 1627 corresponden a cetonas
conjugadas (color verde), finalmente los picos 807 y 815 confirman la presencia de anillos
aromaticos (color azul) (Figura 5). Todos los grupos anteriores constituyen la molécula de
curcumina, por lo tanto, al estar presentes tanto en el estandar como en la muestra del
rizoma se puede afirmar que el principio activo estd presente en la muestra.
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Figura 5 Identificacion de curcumina por espectrofometria infrarrojo en las capsulas de Curcuma longa. A) Estructura
de la molécula de curcumina, B) espectro infrarrojo del estandar de curcumina y C) Espectro infrarrojo del rizoma de
C. longa. Ambos espectros se obtuvieron en el Laboratorio de Espectroscopia de la FES Zaragoza por la Dra. A. Lourdes
Castillo Granada.

9.2. Contenido de curcumina en el rizoma de Curcuma longa

Para determinar la concentracion de curcumina en el polvo del rizoma de C. longa se
utilizd el protocolo modificado de Sharma et al. (45). Para preparar la muestra se
disolvieron 15.3 mg de polvo del rizoma de Curcuma longa en 5 mL de metanol y se realizd
una dilucién 1:10. Se pesaron 15 pg de un estandar de curcumina (Sigma Aldrich) y se
disolvieron en 1.0 mL de metanol a esta solucién se le realizé un barrido
espectrofotométrico para determinar el pico maximo de absorcion (424nm).
Posteriormente, se cuantificd la absorbancia a 424 nm de las diluciones del estandar
(0.294) y de la muestra (0.507), la concentracién de curcumina en la muestra (8.45%) se
determind con la siguiente férmula:



A—m*S*D*V*O.l

As
w

% de curcumina en la muestra =

En donde Am es la absorbancia a 240 nm de la dilucidon de la muestra, As es la absorbancia
a 240 nm de la dilucién del estandar, S es la concentracion del estandar (ug/mL), D es el
factor de dilucidn, V es el volumen de extraccién (mL), W es el peso de la muestra (mg).

Para cubrir el segundo objetivo, “Determinar la dosis dptima de Curcuma longa como
24

antimaldrico en ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA”, se realiz6 una curva
dosis respuesta de C. longa como se describe a continuacion.

9.3. Curva dosis respuesta antimalarica de Curcuma longa

Se ha reportado que ambos el aceite esencial de C. longa (9) y la curcumina (100mg/Kg)
(27) tienen actividad antimalarica. Sin embargo, no se ha estudiado la actividad
antimaldrica del rizoma total. Para determinar la dosis antimalarica dptima se realizd una
curva de dosis respuesta en la que se evalud la parasitemia, la sobrevida, el peso, la
temperatura, la concentracién de hemoglobina y la concentracion de glucosa a grupos de
ratones que recibieron diferentes concentraciones de C. longa (312, 625, 1250, 2500
mg/Kg), las dosis de C. longa se calcularon a partir de la dosis de curcumina reportada en
la literatura con actividad antimalarica (100 mg/Kg) (27) y la concentracidon de curcumina
en el polvo de C. longa (8.45%). Como grupos control se utilizaron ratones que recibieron
curcumina (100 mg/Kg), cloroquina (25 mg/Kg) o vehiculo.

9.3.1. Parasitemia de los grupos de ratones tratados con diferentes dosis de
Curcuma longa

En el sexto dia postinfeccién la parasitemia de los grupos tratados con C. longa o
curcumina fue significativamente menor en comparacion con el control negativo, mientras
gue el décimo dia postinfeccién el grupo tratado con vehiculo presentd un pico en la
parasitemia (32.99% + 0.71) (Figura 6), ese mismo dia los grupos tratados con C. longa 320
y 2500 mg/Kg (Figura 7) fueron los que desarrollaron la menor y mayor parasitemia
respectivamente (Figura 6). Entre los grupos tratados con C. longa, la dosis de 312 mg/Kg
de C. longa (equivalente a 25 mg/Kg de curcumina) tuvo la mayor actividad antimalarica
con una supresion de la parasitemia del 99.73 % vy 43.46% con respecto al control negativo
los dias 6 y 10 respectivamente (Tabla 3).
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Figura 6 Parasitemia de ratones infectados con P. berghei ANKA tratados con diferentes dosis de Curcuma longa. Siete
grupos de ratones CBA/Ca machos (n=5) se trataron 4 veces (dias 0-3), cada grupo recibié una de las siguientes dosis:
312, 625, 1250 6 2500 mg/Kg, otro grupo se tratd con el estandar de curcumina (100 mg/Kg), el grupo control positivo se
tratd con cloroquina (25mg/Kg) y el grupo control negativo recibié vehiculo. Todos los grupos se infectaron con P.
berghei ANKA. La parasitemia se evalud diariamente a partir del dia 4 postinfeccion, cada punto representa la media
geométrica + la desviacion estandar de la parasitemia en cada grupo. * representa diferencia estadistica significativa,
para realizar el analisis estadistico se utilizd6 ANOVA de dos vias y la prueba Bonferroni, el célculo se realizé con el
programa GraphPadPrism 5.

Tabla 3 Actividad antimalarica de Curcuma longa al sexto y décimo dia post infeccidn.

Parasitemia Supresion de la parasitemia
. . : . |
Grupo (nI:o/sll(s ) D(’::Gpromedlo) (% promedio)
e/xe ! Dia 10 Dia 6 Dia 10
(n=5)

1. C. longa equivalente a 25mg de 312 0.018  23.000 99.725 43461
curcumina
Gl LI DRI 625 0019 28818 99.671 12.662
curcumina
3. C. longa equivalente a 100mg de 1250 | 0.016 = 28.565 99.750 13.422
curcumina
G B e 2500 = 0.009 38741  99.8626 -0.1741
curcumina
5. Estandar de curcumina 100 0.021 31.8587 99.677 3.4467
6. Cloroquina (Control +) 25 0014 0013 99.785 99.959
7. Vehiculo (Control -) - 6.694 32.996 - -




9.3.1. Sobrevida en los grupos de ratones tratados con diferentes dosis de Curcuma
longa

Diariamente se registrd la sobrevida en todos los grupos de ratones. El grupo que recibié

cloroquina presenté el 100% de sobrevida. En los grupos que recibieron C. longa a las

dosis de 312 y 2500 mg/Kg la sobrevida fue significativamente mayor respecto a los

grupos que recibieron las dosis de 625 6 1250 mg/Kg y en comparacidén con el grupo

control que recibié Unicamente el vehiculo (Figura 7).
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Figura 7 Efecto de la Curcuma longa sobre la sobrevida de ratones infectados con P. berghei ANKA tratados con
diferentes dosis de Curcuma longa. Siete grupos de ratones CBA/Ca machos (n=5) se trataron 4 veces (dia 0-3). Cuatro
grupos recibieron C. longa cada grupo con una de las siguientes dosis: (312, 625, 1250 é 2500 mg/Kg), al grupo control
positivo se le administrd cloroquina (25mg/Kg); otro grupo se tratd con el estandar de curcumina (100 mg/Kg) otro
grupo se traté con vehiculo como control negativo. La sobrevida se evaludé diariamente. * representa diferencia
estadisticamente significativa con relacién al control negativo, Para el analisis estadistico se utilizé la prueba de Kaplan
Meier que se calculd con el programa GraphPadPrism 5.

9.3.1. Pérdida de peso en los grupos de ratones tratados con diferentes dosis de
Curcuma longa

Se ha documentado que la infeccidn con Plasmodium genera pérdida de peso, lo que

conduce a caquexia (3). La pérdida de peso es un indicador de la gravedad de la

enfermedad. La infeccion generd disminucion del peso corporal, a partir del séptimo dia

postinfeccion, en todos los grupos de ratones a excepcién del grupo control positivo. No

se detectd diferencia estadisticamente significativa entre los grupos que recibieron las



diferentes concentraciones de C. longa en comparacién con el grupo que recibio
Unicamente vehiculo (Figura 8).

110

Vehiculo

Cloroquina
25 mg/Kg

Curcumina
100 mg/Kg

C.longa
312 mg/Kg

C.longa
625 mg/Kg

C. longa
1250 mg/Kg

C.longa
2500 mg/Kg

1004

Peso (%)

90+

80

2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias postinfeccién

o4
=

Figura 8 Efecto de administrar diferentes dosis de Curcuma longa sobre el peso corporal de ratones infectados con P.
berghei ANKA. Siete grupos de ratones CBA/Ca machos (n=5) se trataron 4 veces (dia 0-3) de la siguiente forma: Cuatro
grupos recibieron C. longa cada grupo con una de las siguientes dosis: (312, 625, 1250 6 2500 mg/Kg), al grupo control
positivo se le administré cloroquina (25mg/Kg); otro grupo se tratd con el estdandar de curcumina (100 mg/Kg) otro
grupo se traté con vehiculo como control negativo. El peso corporal registrado en el dia cero se consideré como el 100%,
diariamente se calculd el porcentaje de variacién en el peso con respecto al dia cero para cada ratén. Cada punto
representa la media del porcentaje de cada grupo y las barras representan el error estdndar medio. Para el anélisis
estadistico se utilizo la prueba ANOVA de dos vias y Bonferroni que se calcularon con el programa GraphPadPrism 5.

9.3.1. Variacion de la temperatura en los grupos de ratones tratados con diferentes
dosis de Curcuma longa
La fiebre es uno de los principales sintomas de los pacientes con malaria (46). Por el
contrario, en los modelos murinos se presenta hipotermia (47). En el cuarto dia
postinfeccion en el grupo tratado con C. longa a una dosis de 625 mg/Kg la temperatura
fue significativamente menor con respecto a los grupos controles y los grupos tratados
con 312 o 1250 mg/Kg de C. longa. En el quinto dia post infeccion el grupo tratado con
1250 mg/Kg presentd mayor temperatura que el control positivo, finalmente, el noveno
dia el grupo tratado con 312 mg/Kg presenté menor temperatura que el grupo control
tratado con cloroquina (Figura 9).
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Figura 9 Efecto de administrar diferentes dosis de Curcuma longa sobre la temperatura de ratones infectados con P.
berghei ANKA. Siete grupos de ratones CBA/Ca machos (n=5) se trataron 4 veces (dia 0-3) con: diferentes dosis de C.
longa: (312, 625 1250 o 2500 mg/Kg), cloroquina (25mg/Kg), estandar de curcumina (100mg/Kg) o vehiculo. Cada punto
representa la media de la temperatura de cada grupo y las barras representan el error estandar medio. * indica
diferencia estadisticamente significativa Para el analisis estadistico se utilizd la prueba ANOVA de dos vias y Bonferroni
que se calcularon con el programa GraphPadPrism 5.

9.3.1. Concentracion de hemoglobina en los grupos de ratones tratados con
diferentes dosis de Curcuma longa

Las infecciones con Plasmodium producen anemia (48), a medida que disminuye la

concentracion de hemoglobina aumenta la anemia y la gravedad de la enfermedad, por lo

tanto, analizar la concentracién de hemoglobina en sangre periférica permite evaluar

indirectamente la anemia y la gravedad de la infeccién.

No se detectaron diferencias estadisticamente significativas en la concentracién de
hemoglobina en ninguno de los grupos tratados con C. longa en comparacién con los
grupos control. De manera interesante, el grupo tratado con el estandar de curcumina
incremento significativamente la concentracion de hemoglobina con respecto a los grupos
tratados con vehiculo o cloroquina, e inclusive en comparacion con todos los grupos que
recibieron C. longa (Figura 10), este resultado es opuesto a lo esperado.

El decremento en la concentraciéon de hemoglobina que se presentd en todos los grupos
tratados con C. longa a partir del dia 11 postinfeccion (Figura 10) indica que administrar la
planta completa no evita la anemia que se genera por la infeccidn con Plasmodium.
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Figura 10 Efecto de administrar diferentes dosis de Curcuma longa sobre la concentracién de hemoglobina en sangre
periférica de ratones infectados con P. berghei ANKA. Siete grupos de ratones CBA/Ca machos (n=5) se trataron 4 veces
(dia 0-3) con: diferentes dosis de C. longa: (312, 625 1250 o 2500 mg/Kg), o con cloroquina (25mg/Kg), o con el estandar
de curcumina (100mg/Kg) o con vehiculo. Cada punto representa la media de la concentracion de hemoglobina de cada
grupo en el dia indicado en la gréfica y las barras representan el error estdndar medio. * indica diferencia
estadisticamente significativa. Para el analisis estadistico se utilizé la prueba ANOVA de dos vias y Bonferroni que se
calcularon con el programa GraphPadPrism 5

9.3.1. Glucemia en los grupos de ratones tratados con diferentes dosis de C. longa

Durante el curso de la infeccién con Plasmodium la concentracion de glucosa en sangre
tiende a disminuir debido a que el parasito la utiliza como principal fuente de energia (4),
Shengule et al demostraron que la administraron de metformina en conjunto con
curcuminoides reduce significativamente la glucemia en comparacion con ratas tratadas
Unicamente con metformina (49). Ademas, la ingesta de C. longa incrementa la
concentracion de insulina postprandial en suero, pero no modifica el indice glicémico (50),
sin embargo, no se ha documentado el efecto de C. longa en la concentracion de glucosa
en individuos infectados con Plasmodium, debido a su posible efecto hipoglucemiante
analizamos el efecto del tratamiento con C. longa en ratones infectados con Plasmodium.

En este trabajo, en el cuarto dia postinfeccién la concentracién de glucosa fue
significativamente mayor en el grupo de ratones tratados con 2500 mg/Kg de C. longa con
respecto a los grupos tratados con 625 mg/Kg y 1250 mg/Kg, en el octavo dia
postinfeccion la concentracién de glucosa fue significativamente menor en los ratones
tratados con C. longa (312, 625 y 1250 mg/Kg) en comparacion con el control negativo y el



grupo tratado con el estandar de curcumina (100 mg/Kg) (Figura 11), este resultado
sugiere que el tratamiento con C. longa durante la infeccién con Plasmodium puede
agravar la hipoglucemia producida por el parasito, pero que este efecto no es atribuible a
su principal componente, la curcumina.

Un hallazgo interesante fue que antes de morir, por parasitemia, los grupos de ratones
que recibieron vehiculo y C. longa a las concentraciones de 625, 1250, y 2500 mg/Kg
desarrollaron hiperglicemia, mientras que en los grupos tratados con cloroquina,
curcumina y C. longa (312 mg/Kg), la concentraciéon de glucosa en sangre se mantuvo
practicamente constante (Figura 11). Este hallazgo sugiere que el efecto en el control de la
glicemia depende de la concentracion de algin componente en la planta o bien de la
interaccion con receptores dado que depende de la dosis.
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Figura 11 Efecto de administrar diferentes dosis de Curcuma longa sobre la concentracion de glucosa en sangre
periférica de ratones infectados con P. berghei ANKA. Siete grupos de ratones CBA/Ca machos (n=5) se trataron 4 veces
(dia 0-3) con: diferentes dosis de C. longa: (312, 625 1250 o 2500 mg/Kg), o con cloroquina (25mg/Kg), o con estandar de
curcumina (100mg/Kg) o con vehiculo. Cada punto representa la media de la concentracion de glucosa de cada grupo y
las barras representan el error estandar medio. Para el andlisis estadistico se utilizdé la prueba ANOVA de dos vias y
Bonferroni que se calcularon con el programa GraphPadPrism 5.

Para cubrir el tercer objetivo “Determinar si existe efecto antimaldrico sinérgico al
combinar la administraciéon de Curcuma longa y Cymbopogon citratus a partir de las dosis

Optimas previamente establecidas”, se realizd una curva dosis respuesta que incluyé
diferentes combinaciones de dosis de ambas plantas.



9.4. Curva de dosis respuesta para las diferentes mezclas de Curcuma
longa y Cymbopogon citratus
Después de determinar la concentracién dptima con actividad antimaldrica de C. longa se
realizd un experimento en el que se analizo el efecto de administrar mezclas de C. longa y
C. citratus en diferentes proporciones, para determinar si el tratamiento con ambas
plantas potencializaba el efecto antimaldrico y de ser asi, reducir la cantidad de planta
requerida para el tratamiento.

Se evalud el efecto antimalarico de C. longa y C. citratus a la dosis 6ptima de forma
individual y el efecto antimalarico de cuatro mezclas en diferentes porcentajes de la dosis
Optima de cada planta (80:20, 60:40, 40:60, 20:80 C. longa: C. citratus respectivamente) se
utilizd el esquema propuesto por Tallarida (51), ademds se utilizaron como grupos control
para el efecto antimaldrico a ratones que recibieron Unicamente vehiculo (control
negativo) o cloroquina (control positivo).

Se cuantificod la parasitemia para evaluar el efecto antimaldrico; para evaluar la gravedad
de la infeccion se evalud: la sobrevida, la variacidn de peso, la variacidén de la temperatura,
la concentracién de hemoglobina y la concentracion de glucosa.

9.4.1. Sobrevida de los grupos que recibieron diferentes combinaciones de C. longa
y C. citratus

Diariamente se registro la sobrevida en todos los grupos de ratones. No se detectaron

diferencias estadisticamente significativas en la sobrevida entre los grupos tratados con

las mezclas de plantas en comparacién con el control negativo que recibié vehiculo (Figura

12), este resultado sugiere que los componentes de las plantas podrian neutralizarse o ser

antagonistas.
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Figura 12 Efecto de la administracion de diferentes mezclas de Curcuma longa y Cymbopogon citratus sobre la
sobrevida de ratones infectados con P. berghei ANAKA. Ocho grupos de ratones CBA/Ca machos (n=5) se trataron 4
veces (dia 0-3) con: vehiculo, o cloroquina (25mg/Kg), o C. longa (312 mg/Kg), o Cymbopogon citratus (1600mg/Kg) o
diferentes mezclas de ambas plantas: mezcla 1 (62 mg/Kg C. longa + 1280 mg/Kg C. citratus), mezcla 2 (124.8 mg/Kg C.
longa + 960 mg/Kg C. citratus), mezcla 3 (187.2 mg/Kg C. longa + 640 mg/Kg C. citratus) y mezcla 4 (249.6 mg/Kg C. longa
+ 320 mg/Kg C. citratus), para el analisis estadistico se utilizé la prueba de Kaplan Meier que se calcul6 con el programa
GraphPadPrism 5

9.4.2. Parasitemia de los grupos que recibieron diferentes combinaciones de C.

longa vy C. citratus
No se detectaron diferencias estadisticamente significativas en las parasitemias de los
grupos tratados con las diferentes mezclas (Figura 13), al realizar el célculo de la supresién
de la parasitemia se determind que al noveno dia postinfeccién, que corresponde al dia en
gue el control negativo presentd un pico en la parasitemia y aun tenia una “n”
representativa, el grupo tratado con la mezcla 3 (C. longa 187mg/Kg y C. citratus 640
mg/Kg) tuvo la mayor supresion de la parasitemia en comparacién con las otras mezclas.
Sin embargo, no detectamos diferencia significativa con respecto al grupo que Unicamente
recibié C. citratus, y fue significativamente mayor con respecto al grupo que recibié C.
longa (Figura 14). Este resultado confirma que los metabolitos de ambas plantas

administradas juntas antagonizan la actividad antimalarica de las plantas por separado.
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Figura 13 Efecto de la administracion de diferentes mezclas de Curcuma longa y Cymbopogon citratus sobre la
parasitemia de ratones infectados con P. berghei ANKA. Ocho grupos de ratones CBA/Ca machos (n=5) se trataron 4
veces (dia 0-3) con: vehiculo, cloroquina (25mg/Kg), C. longa (312 mg/Kg), Cymbopogon citratus (1600mg/Kg) o
diferentes mezclas de ambas plantas, mezcla 1 (62 mg/Kg C. longa + 1280 mg/Kg C. citratus), mezcla 2 (124.8 mg/Kg C.
longa + 960 mg/Kg C. citratus), mezcla 3 (187.2 mg/Kg C. longa + 640 mg/Kg C. citratus) y mezcla 4 (249.6 mg/Kg C. longa
+ 320 mg/Kg C. citratus), * indica diferencia estadisticamente significativa, para el analisis estadistico se utilizé ANOVA
de dos vias y la prueba Bonferroni, y realizé con el programa GraphPadPrism 5
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Figura 14 Efecto de la administracion de diferentes mezclas de Curcuma longa y Cymbopogon citratus sobre la
supresion de la parasitemia de ratones infectados con P. berghei ANKA tratados con diferentes mezclas Curcuma
longa y Cymbopogon citratus. Ocho grupos de ratones CBA/Ca machos (n=5) se trataron 4 veces (dia 0-3) con: vehiculo,
o cloroquina (25mg/Kg), o C. longa (312 mg/Kg), o Cymbopogon citratus (1600mg/Kg) o diferentes mezclas de ambas
plantas, mezcla 1 (62 mg/Kg C. longa + 1280 mg/Kg C. citratus), mezcla 2 (124.8 mg/Kg C. longa + 960 mg/Kg C. citratus),
mezcla 3 (187.2 mg/Kg C. longa + 640 mg/Kg C. citratus) y mezcla 4 (249.6 mg/Kg C. longa + 320 mg/Kg C. citratus), las
barras horizontales indican diferencia estadisticamente significativa, para el analisis estadistico se utiliz6 ANOVA de dos
vias y la prueba Bonferroni, el calculo se realizé con el programa GraphPadPrism 5.

Para cubrir el objetivo 5, “Evaluar el efecto de C. longa y C. citratus administradas solas o
en combinacion sobre la respuesta inmune de ratones infectados con P. berghei ANKA”, se
procedid a administrar Unicamente las dosis dptimas antimalaricas por separado y una
combinacion de ambas, se evalué su efecto sobre: las poblaciones de la respuesta inmune
en el bazo y sobre la concentracion de citocinas pro y anti-inflamatorias como se describe

a continuacion.

9.5. Evaluacion del efecto de Curcuma longa y Cymbopogon citratus
sobre la respuesta inmune de ratones infectados con P. berghei
ANKA

En el experimento anterior se determind que el tratamiento con la combinacién de C
longa y C. citratus no generd sinergia. Sin embargo, falté determinar si el efecto
antimaldrico de ambas plantas se debia a que modificaban la respuesta inmune del
hospedero. Para responder a esta pregunta se infectaron cinco grupos de ratones CBA/Ca



machos (n = 7) de seis semanas de edad con Plasmodium berghei ANKA, cada grupo
recibié uno de los siguientes tratamientos: vehiculo, cloroquina (25 mg/Kg), Curcuma
longa (312 mg/Kg), Cymbopogon citratus (1600 mg/Kg) o una mezcla de ambas plantas (C.
longa 312 mg/Kg + C. citratus 1600 mg/Kg), lo que correspondio a las dosis antimalaricas
Optimas de cada una de las plantas determinadas en los experimentos anteriores; ademas
se trabajo con cinco grupos de ratones que recibieron el mismo tratamiento pero no se
infectaron con P. berghei ANKA, para determinar el efecto sobre la respuesta inmune en
ratones no infectados. Los ratones se sacrificaron al octavo dia postinfeccién o su
equivalente y se extrajeron el bazo y la sangre; en el bazo se evalud el indice esplénico y el
porcentaje de linfocitos T y B, macréfagos y células NK mientras que en la sangre se
cuantifico la concentracion plasmatica de TNF-a, INF-y y de las interleucinas 2, 4, 6, 10 y
17 mediante citometria de flujo.

9.5.1. Parasitemia de ratones infectados con P. berghei ANKA tratados con las dosis
Optimas de C. longa y C. citratus solas y en combinacion

La administracion de C. longa y C. citratus solas o en combinacion retraso la aparicidon de
la parasitemia, misma que se hizo evidentente hasta el dia 7 post infeccion. En los dias 7 y
8 post infeccidn la parasitemia de los grupos que recibieron C. longa y C. citratus por
separado fue significativamente menor en comparacion con el grupo control negativo
{que Unicamente recibié vehiculo}. El octavo dia postinfeccidn la parasitemia del grupo
tratado con la mezcla de ambas plantas (312 mg/Kg de C. longa + 1600 mg/Kg de C.
citratus) fue significativamente mayor en comparacion con el control positivo (cloroquina
25 mg/Kg) y con los grupos que recibieron las plantas por separado (Figura 15). Como
consecuencia, la supresion de la parasitemia fue menor al administrar ambas plantas en
comparacion con la administracién de cada planta por separado (Figura 16).
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Figura 15 Efecto de la administracion de Curcuma longa y/o Cymbopogon citratus solas o combinadas sobre la
parasitemia de ratones infectados con P. berghei ANKA. Cinco grupos de ratones CBA/Ca machos (n=7) se trataron 4
veces (dia 0-3) con: vehiculo, o con cloroquina (25mg/Kg), o con C. longa (312 mg/Kg), o con Cymbopogon citratus
(1600mg/Kg) o con una mezcla de cada planta (312 mg/Kg C. longa + 1600 mg/Kg C. citratus), cada punto representa la
media geométrica de la parasitemia para cada grupo, las barras denotan la desviaciéon estandar, * indica diferencia
estadisticamente significativa en comparacidn con el grupo control negativo. Para el analisis estadistico se utilizo ANOVA
de dos vias y la prueba Bonferroni, y realizé con el programa GraphPadPrism 5.
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Figura 16 Efecto de la administracion de Curcuma longa y/o Cymbopogon citratus solas o combinadas sobre la
supresion de la parasitemia de ratones infectados con P. berghei ANKA al octavo dia postinfeccion. Cinco grupos de
ratones CBA/Ca machos (n=7) se trataron 4 veces (dia 0-3) con vehiculo, cloroquina (25mg/Kg), C. longa (312 mg/Kg),
Cymbopogon citratus (1600mg/Kg) o la mezcla de la dosis antimalérica 6ptima de cada planta (312 mg/Kg C. longa +
1600 mg/Kg C. citratus). Para el analisis estadistico se utiliz6 ANOVA de dos vias y la prueba Bonferroni, el célculo se
realizd con el programa GraphPadPrism 5.

9.5.2. Variacion del peso de ratones tratados con las dosis dptimas de C. longa y C.
citratus por separado y en combinacion en ratones sanos e infectados con P.
berghei ANKA

Se evalud el efecto de C. longa y C. citratus administradas por separado y combinadas

sobre el peso corporal. Este analisis se realizd en grupos de ratones sin infeccion para

determinar el efecto de las plantas sobre el peso corporal ya que se utilizan para bajar de
peso. También se analizd el efecto de las plantas por separado y combinadas en ratones
infectados con P. berghei ANKA. Los ratones sin infeccion incrementaron
importantemente su peso corporal a medida que transcurrieron los dias. Sin embargo, el
peso promedio de los ratones tratados con C. longa o C. citratus por separado fue
significativamente menor en comparacién con los ratones sanos del grupo control
negativo (tratado con vehiculo) y los ratones tratados con la mezcla de ambas las plantas
(Figura 17)



Cuando se analizo el efecto de ambas plantas administradas por separado o combinadas
sobre el peso corporal de los ratones infectados con P. berghei ANKA detectamos que los
ratones infectados y tratados con C. longa incrementaron significativamente el peso
corporal en comparacién con el grupo de ratones infectados tratados con C. citratus y con
los grupos control infectados tratados con cloroquina o con vehiculo. La variacion en el
peso corporal del grupo infectado tratado con la mezcla de ambas plantas no difirio del
grupo infectado tratado unicamente con C. citratus (Figura 18).
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Figura 17 Efecto de Curcuma longa y/o Cymbopogon citratus, administradas solas o en combinacién, sobre el peso de
ratones sin infeccion. Cinco grupos de ratones CBA/Ca machos (n=7) se trataron 4 veces (dia 0-3) con: vehiculo, o
cloroquina (25mg/Kg), o C. longa (312 mg/Kg), o Cymbopogon citratus (1600mg/Kg) o la combinacién de ambas plantas
(312 mg/Kg C. longa + 1600 mg/Kg C. citratus). El peso registrado en el dia que inicid el experimento se consideré como
el 100% (dia cero), diariamente se calculé el porcentaje de pérdida o ganancia con respecto al dia cero. Cada punto
representa la media y el error estandar medio de cada grupo, * indica diferencia estadisticamente significativa. Para el
andlisis estadistico se utilizd6 ANOVA de dos vias y la prueba Bonferroni, el célculo se realizé con el programa
GraphPadPrism 5.



120-

¢

Vehiculo

¢

Cloroquina
25 mg/Kg

== C.longa
312 mg/Kg

115-

== (. citratus
1600 mg/Kg

<%= Mezcla

95-

90 v T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Dias Postinfeccion

Figura 18 Efecto de Curcuma longa y/o Cymbopogon citratus, administradas solas o en combinacién, sobre el peso
corporal de ratones infectados con P. berghei ANKA. Cinco grupos de ratones CBA/Ca machos (n=7) se trataron 4 veces
(dia 0-3) con vehiculo, cloroquina (25mg/Kg), C. longa (312 mg/Kg), Cymbopogon citratus (1600mg/Kg) o una mezcla de
ambas plantas (312 mg/Kg C. longa + 1600 mg/Kg C. citratus). El peso registrado en el dia de la infeccion se considerd
como el 100% (dia cero). Diariamente, se calculd el porcentaje de pérdida o ganancia con respecto al dia cero. Cada
punto representa la media y el error estandar medio de cada grupo, * indica diferencia estadisticamente significativa.
Para el andlisis estadistico se utiliz6 ANOVA de dos vias y la prueba Bonferroni, los célculos se realizaron con el programa
GraphPadPrism 5.

9.5.3. Efectode C. longay C. citratus sobre e
con P. berghei ANKA

Medir el indice esplénico permite determinar la proliferacién celular en bazo, asi como la

inflamacidén en respuesta a la infeccidon con Plasmodium. Dado que tanto C. longa como C.

citratus poseen propiedades antiinflamatorias (25, 34), en este trabajo evaluamos si su

administracion individual o en combinacidn modificaba el indice esplénico de ratones no

infectados y en ratones infectados con Plasmodium berghei ANKA.

indice esplénico de ratones infectados

La infeccidbn aumentd significativamente el indice esplénico en todos los grupos
infectados. Este resultado se esperaba puesto que la infeccién causa esplenomegalia (6).
La administracion de las plantas solas o combinadas disminuyo el indice esplénico en
comparacion con el grupo que recibié vehiculo, sin embargo, la diferencia no resultd



estadisticamente significativa. El indice esplénico de los ratones tratados con las plantas
fue mayor que el grupo control positivo tratado con cloroquina-(Figura 19).
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Figura 19 Efecto de la administracién de Curcuma longa y/o Cymbopogon citratus, solas o combinadas, sobre el indice
esplénico de ratones sin infeccion o infectados con P. berghei ANKA en el octavo dia postinfeccion. Diez grupos de
ratones CBA/Ca machos (n=14) se trataron 4 veces (dia 0-3) con: vehiculo, o con cloroquina (25mg/Kg), o con C. longa
(312 mg/Kg), o con Cymbopogon citratus (1600mg/Kg) o con la mezcla de ambas plantas (312 mg/Kg C. longa + 1600
mg/Kg C. citratus). Las barras blancas representan el promedio del indice esplénico en los grupos de ratones no
infectados, mientras que las barras rayadas representan el promedio del indice esplénico en los grupos de ratones
infectados, el * indica diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, para el analisis estadistico se utilizd
ANOVA de dos vias y la prueba Bonferroni, el calculo se realizé con el programa GraphPadPrism 5.

9.5.4. Efecto de la administracion de C. longa y/o C. citratus sobre las poblaciones
celulares CD3*, CD3*CD4*, CD3*CD8*, CD19*, CD107b* y CD16%/CD32"* en el
bazo de ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA

El nimero de células en bazo aumenta en respuesta a un incremento en la parasitemia,

este fendmeno se asocia con la expansion de la pulpa roja por un aumento en la poblacion

de macrofagos que fagocitan eritrocitos parasitados (6). En este trabajo analizamos si la
administracion de C. longa o C. citratus modifican las poblaciones de las células CD3",

CD4*, CD8*, CD220* y CD107b* y CD16*/CD32* en el bazo de ratones infectados con P.

berghei ANKA.

La infeccion disminuyé la poblacion CD3*en todos los grupos de ratones a excepcion del
grupo control tratado con cloroquina en el que se detectd un incremento significativo en



esta poblacion. La administraciéon de C. longa o C. citratus solas o combinadas, no
modifico significativamente el porcentaje de células CD3* (Figura 20).
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Figura 20 Efecto de la administracién de Curcuma longa y/o Cymbopogon citratus sobre el porcentaje de células CD3+
en el bazo de ratones sin infeccion o infectados con P. berghei ANKA en el octavo dia postinfeccion. Diez grupos de
ratones CBA/Ca machos (n=14) se trataron 4 veces (dia 0-3) con: vehiculo, o con cloroquina (25mg/Kg), o con C. longa
(312 mg/Kg), o con Cymbopogon citratus (1600mg/Kg) o con una mezcla de ambas plantas (312 mg/Kg C. longa + 1600
mg/Kg C. citratus). La mitad de los ratones de cada grupo no se infectd con el parasito (barras blancas) y la otra mitad de
ratones se infectd con P. berghei ANKA (barras rayadas), la linea horizontal sobre las barras indica diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos indicados con una P<0.05, para el analisis estadistico se utiliz6 ANOVA de
dos vias y la prueba Bonferroni, el analisis se realizd con el programa GraphPadPrism 5.

En relacién con la poblacién CD3*CD4* que corresponde a linfocitos T cooperadores, se
detectd que la infeccidn disminuyd significativamente esta poblacidon en todos los grupos
a excepcion del grupo que recibié cloroquina en donde esta poblacién incrementdé
significativamente en comparacion con el grupo que recibié vehiculo. Interesantemente,
la infeccion disminuyd significativamente la poblacién de CD3*CD4* en el grupo tratado
con la mezcla de ambas plantas en comparacién con el grupo que recibié cloroquina
(Figura 21).
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Figura 21 Efecto de la administracién de Curcuma longa y/o Cymbopogon citratus sobre el porcentaje de células CD3+
CD4+ en el bazo de ratones sin infeccion o infectados con P. berghei ANKA en el octavo dia postinfeccion. Diez grupos
de ratones CBA/Ca machos (n=14) se trataron 4 veces (dia 0-3) con: vehiculo, o con cloroquina (25mg/Kg), o con C. longa
(312 mg/Kg), o con Cymbopogon citratus (1600mg/Kg) o con la mezcla de la dosis 6ptima de ambas plantas (312 mg/Kg
C. longa + 1600 mg/Kg C. citratus). La mitad de los ratones de cada grupo no se infectd con el parasito (barras blancas) y
la otra mitad de ratones se infectd con P. berghei ANKA (barras rayadas), para el analisis estadistico se utilizd6 ANOVA de
dos vias y la prueba Bonferroni, el calculo se realizé con el programa GraphPadPrism 5.

En relacién con la poblacion CD3*CD8* que corresponde a linfocitos T citotéxicos,
detectamos que la infeccion disminuyd el porcentaje de estas células en los ratones
control infectados tratados con vehiculo. Interesantemente, ambos grupos: el grupo
infectado tratado con cloroquina y el grupo infectado tratado con C. longa incrementaron
significativamente esta poblacién celular con relacién al grupo control tratado con

vehiculo (Figura 22).
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Figura 23 Efecto de la administracion de Curcuma longa y/o Cymbopogon citratus sobre el porcentaje de células
CD19+ en el bazo de ratones sin infeccion o infectados con P. berghei ANKA en el octavo dia postinfeccion. Diez grupos
de ratones CBA/Ca machos (n=14) se trataron 4 veces (dia 0-3) con: vehiculo, o con cloroquina (25mg/Kg), o con C. longa
(312 mg/Kg), o con Cymbopogon citratus (1600mg/Kg) o con una mezcla de la dosis antimalarica éptima de ambas
plantas (312 mg/Kg C. longa + 1600 mg/Kg C. citratus). La mitad de los ratones de cada grupo no se infecté con el
parasito (barras blancas) y la otra mitad se infectd con P. berghei ANKA (barras rayadas), para el analisis estadistico se
utilizd ANOVA de dos vias y la prueba Bonferroni, el calculo se realizé con el programa GraphPadPrism 5.

Para identificar la poblacién de macroéfagos en el bazo se utilizé el marcador CD107b
(Mac-3), el cual es una glicoproteina de membrana expresada en la membrana plasmatica
de los macrofagos. En relacidn con esta poblacion celular en bazo, se detecté que la
infeccion disminuyd el porcentaje de células CD107b* en todos los grupos analizados. Sin
embargo, la disminucidn solo fue estadisticamente significativa en el grupo que recibié C.
longa. Ademads, no se detectaron diferencias significativas entre los diferentes grupos
(Figura 24), lo que sugiere que la administraciéon de ambas plantas no tiene efecto en el

porcentaje de esta poblacion celular en los ratones infectados con P. berghei ANKA.
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Figura 24 Efecto de la administracion de Curcuma longa y/o Cymbopogon citratus sobre el porcentaje de células
CD107b+ en el bazo de ratones sin infeccion o infectados con P. berghei ANKA en el octavo dia postinfeccion. Diez
grupos de ratones CBA/Ca machos (n=14) se trataron 4 veces (dia 0-3) con: vehiculo, o con cloroquina (25mg/Kg), o con
C. longa (312 mg/Kg), o con Cymbopogon citratus (1600mg/Kg) o con una mezcla de la dosis antimalérica éptima de
cada planta-(312 mg/Kg C. longa + 1600 mg/Kg C. citratus). La mitad de los ratones de cada grupo no se infectd con el
parasito (barras blancas) y la otra mitad de ratones se infecté con P. berghei ANKA (barras rayadas), para el andlisis
estadistico se utilizo ANOVA de dos vias y la prueba Bonferroni, el andlisis estadistico se realizé con el programa
GraphPadPrism 5.

Los resultados mas interesantes en relacidén con las poblaciones celulares se obtuvieron
cuando se cuantificod la poblacién (CD16*/CD32*) que corresponde a células NK. La
infeccion incrementd significativamente la poblacion NK* en los grupos de ratones
infectados tratados con vehiculo o infectados tratados con cloroquina. Interesantemente,
en los grupos infectados tratados con las plantas ya sea solas o con la combinacion, se
detectd que la poblacion NK disminuyé significativamente en los ratones sin infeccion,
pero disminuyd aun mas en los grupos de ratones infectados con P. berghei ANKA (Figura

25).
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Figura 25 Efecto de la administracion de Curcuma longa o Cymbopogon citratus, solas o en combinacidon, sobre el
porcentaje de células CD16*/CD32*en el bazo de ratones sin infeccién o infectados con P. berghei ANKA en el octavo
dia postinfeccién. Diez grupos de ratones CBA/Ca machos (n=7) se trataron 4 veces (dia 0-3) con: vehiculo, o con
cloroquina (25mg/Kg), o con C. longa (312 mg/Kg), o con Cymbopogon citratus (1600mg/Kg), o con la mezcla de las dosis
antimalaricas 6ptimas de ambas plantas (312 mg/Kg C. longa + 1600 mg/Kg C. citratus). La mitad de los ratones de cada
grupo no se infectd con el parasito (barras blancas) y la otra mitad de ratones se infectd con P. berghei ANKA (barras
rayadas), la barra horizontal indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos indicados, para el analisis
estadistico se utilizd6 ANOVA de dos vias y la prueba Bonferroni, el calculo se realizé con el programa GraphPadPrism 5.

9.5.5. Efecto de la administracion de C. longa y/o C. citratus en ratones infectados
con P.berghei ANKA sobre la concentracién sérica de citocinas

Las citocinas regulan la respuesta inmune al modular el crecimiento, diferenciacién y

funcion de las células involucradas en la inflamacién (52), es por ello que evaluar la

concentracion sérica de citocinas pro- y anti-inflamatorias nos permitido determinar si la

administracion de las plantas modulaban las funciones de las poblaciones celulares a

través de modificar la concentracion de las citocinas.

La infeccidn incremento significativamente la concentracién sérica de IL-10 a excepcion
del grupo tratado con cloroquina. El tratamiento con la mezcla de C. longa y C. citratus
aumentd significativamente la concentracidn sérica de IL-10 en ratones infectados con P.
berghei ANKA en comparacién con los ratones infectados que recibieron vehiculo o
cloroquina (Figura 26). En general, el tratamiento con C. longa o con C citratus también
incremento la concentracion de IL-10 aungue no de forma significativa.



IL10
400

300

100

Vehiculo Cloroquina C.longa C. citratus Mezcla

Figura 26 Efecto de la administracion de Curcuma longa o Cymbopogon citratus, solas o en combinacion, sobre la
concentracion sérica de IL-10 en ratones sin infeccion o infectados con P. berghei ANKA en el octavo dia postinfeccion.
Diez grupos de ratones CBA/Ca machos (n=7) se trataron 4 veces (dia 0-3) con: vehiculo, o con cloroquina (25mg/Kg), o
con C. longa (312 mg/Kg), o con Cymbopogon citratus (1600mg/Kg), o con la mezcla de las dosis antimalaricas dptimas
de ambas plantas (312 mg/Kg C. longa + 1600 mg/Kg C. citratus). La mitad de los ratones de cada grupo no se infecté con
el parésito (simbolos sin relleno) y la otra mitad de ratones se infecté con P. berghei ANKA (simbolos con relleno), la
barra horizontal indica diferencia estadisticamente significativa, para el analisis estadistico se utilizé ANOVA de dos vias
y la prueba Bonferroni, el calculo se realizd con el programa GraphPadPrism 5.

La infeccion incrementd significativamente la concentracidén plasmatica de IFN-y en los
grupos de ratones infectados con excepcion del grupo tratado con cloroquina en el cual la
concentraciéon de IFN-y se mantuvo en el limite de deteccion de la técnica. La
administracion de ambas plantas solas o combinadas incrementd la concentracidn de IFN-
Y en comparacién con el grupo tratado con cloroquina. Sin embargo, este incremento no
resultd significativo cuando se comparé con el grupo que recibid vehiculo (Figura 27).
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Figura 27 Efecto de la administracion de Curcuma longa o Cymbopogon citratus, solas o en combinacion, sobre la
concentracion sérica de IFN-y en ratones sin infeccion o infectados con P. berghei ANKA en el octavo dia
postinfeccion. Diez grupos de ratones CBA/Ca machos (n=7) se trataron 4 veces (dia 0-3) con: vehiculo, o con cloroquina
(25mg/Kg), o con C. longa (312 mg/Kg), o con Cymbopogon citratus (1600mg/Kg), o con la mezcla de las dosis
antimalaricas dptimas de ambas plantas (312 mg/Kg C. longa + 1600 mg/Kg C. citratus). La mitad de los ratones de cada
grupo no se infectd con el parasito (barras blancas) y la otra mitad de ratones se infectd con P. berghei ANKA (barras
rayadas), la barra horizontal indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos indicados, para el analisis
estadistico se utilizod ANOVA de dos vias y la prueba Bonferroni, el célculo se realizé con el programa GraphPadPrism 5.

El efecto mas impactante de administrar C. longa y de C. citratus sobre la respuesta
inmune y en particular sobre la concentracién de citocinas fue el incremento en la
concentraciéon de TNF-a, que se detecté al administrar las plantas por separado o en
combinacion a los ratones infectados con P. berghei ANKA. Sin embargo, es importante
indicar que no ocurrié en todos los ratones, por lo que este hallazgo hace importante
repetir este experimento e incrementar el nimero de ratones en esos grupos, ya que se
detectd una respuesta bimodal; en el mismo grupo algunos ratones aumentaron
importantemente la concentracién de TNF-a, mientras que otros ratones no modificaron
la concentracion de esta citocina en comparacidon con el grupo control negativo tratado
con vehiculo (Figura 28).
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Figura 28 Efecto de la administracion de Curcuma longa o Cymbopogon citratus, solas o en combinacion, sobre la
concentracion sérica de TNF-a en ratones sin infeccion o infectados con P. berghei ANKA en el octavo dia
postinfeccion. Diez grupos de ratones CBA/Ca machos (n=7) se trataron 4 veces (dia 0-3) con: vehiculo, o con cloroquina
(25mg/Kg), o con C. longa (312 mg/Kg), o con Cymbopogon citratus (1600mg/Kg), o con la mezcla de las dosis
antimalaricas dptimas de ambas plantas (312 mg/Kg C. longa + 1600 mg/Kg C. citratus). La mitad de los ratones de cada
grupo no se infectd con el parasito (simbolos sin relleno) y la otra mitad de ratones se infecté con P. berghei ANKA
(simbolos con relleno), la barra horizontal indica diferencia estadisticamente significativa, para el andlisis estadistico se
utilizd ANOVA de dos vias y la prueba Bonferroni, el calculo se realizé con el programa GraphPadPrism 5.

Finalmente, también se cuantificaron las concentraciones de las citocinas IL-2, IL-4, IL-6 e
IL-17. Sin embargo, los resultados obtenidos estuvieron abajo del limite de deteccién de la
técnica (datos no mostrados).



10. Analisis de resultados

Se comprobd por espectrometria de infrarrojo que la muestra de rizoma de Curcuma
longa contenia curcumina (Figura 5), el principio activo de C. longa, y se determind su
concentracion por comparacion con un estandar de curcumina mediante
espectrofotometria. El contenido de curcumina en la muestra correspondio al 8.45 %, la
concentracién reportada en la literatura es entre 0.3 y 5.4% (25), una posible explicacién
al incremento de la concentracién, es que los factores ambientales a los que estd expuesta
C. longa incrementan la concentracion de curcumina en el rizoma de la planta en
comparacion con el rizoma de C. longa cultivada en otro nicho ecoldgico, puesto que se ha
demostrado que las condiciones de cultivo afectan las rutas metabdlicas e impactan en la
produccién y acumulacién de los fitoquimicos (53).

Previamente, Redy et al determinaron que la curcumina a una concentraciéon de 100
mg/Kg poseia actividad antimaldrica (27), con base en esa concentracion se realizd una
curva dosis respuesta con el polvo de rizoma de Curcuma longa. Los resultados de ese
experimento permitieron determinar que con base en la prueba de tratamiento durante 4
dias (método establecido para evaluar la actividad antimalarica (16)) que la concentracion
con la mayor actividad antimalarica fue la de 312 mg/Kg en el dia 6 post infeccidn, con una
supresion de la parasitemia del 99.73% (Tabla 6).

El siguiente objetivo fue determinar si era posible obtener un efecto sinérgico al
administrar Curcuma longa junto con Cymbopogon citratus (una planta que en nuestro
grupo demostramos posee actividad antimaldrica 6ptima a una dosis de 1600 mg/Kg) (37).
Para ello realizamos otra curva dosis respuesta con combinaciones distintas de ambas
plantas. No detectamos efecto sinérgico en las combinaciones probadas de Curcuma
longa y Cymbopogon citratus (Figuras 12, 13 y 14) para ello se considerd la sobrevida, la
parasitemia y la supresion de parasitemia. Una probable explicacién es que los
componentes de ambas plantas se antagonicen, o que al combinar su actividad
antioxidante no se permita eliminar completamente al parasito ya que el estrés oxidativo
es el mecanismo mas aceptado para la eliminacion del Plasmodium (54). Otra posible
explicacion es que el tratamiento durante cuatro dias con Curcuma longa vy/o
Cymbopogon citratus no fue suficiente para eliminar completamente al pardsito (Figuras
13 y 14), debido a que los componentes antimalaricos se metabolizan muy rapido y
disminuye su concentracion en sangre, lo que reduce su biodisponibilidad y asi su
efectividad, una posible solucién es aumentar el nimero de dosis para extender la
duracion del efecto antimalarico.



Si bien se demostro la actividad antimalarica de ambas plantas, los resultados obtenidos
hasta ese momento no permitian determinar si C. longa y C. citratus tenian un efecto
inmunomodulador en esta enfermedad que favoreciera la actividad parasiticida de cada
planta a su dosis 6ptima ya sea administradas por separado o en combinacion. Por lo
anterior, se evalu6 el efecto de C. longa y C. citratus administradas solas o en combinacion
sobre la respuesta inmune. Para cubrir este objetivo se evalud el indice esplénico (que
permite conocer tanto la proliferacidn de células, asi como la inflamacién en el bazo), por
lo que también se cuantificaron las poblaciones celulares CD3*, CD3*CD4*, CD3*CD8",
CD19*, CD107b* y CD16*CD32* y se cuantificaron las citocinas pro y anti-inflamatorias.
Detectamos que paraddjicamente, aungque la infeccion incrementé el indice esplénico, las
poblaciones CD3* y CD3*CD4*, CD19* y CD107b* y CD16*/CD32* disminuyeron con la
infeccion, lo que sugiere que el sistema inmune las elimina por apoptosis después de su
activacion y eso explicaria, al menos en parte, la razén por la cual la respuesta inmune
celular a malaria tenga una deficiente memoria inmunolégica de tipo celular (55). Con las
dosis administradas de las plantas no detectamos que se modificaran de forma
importante las poblaciones de linfocitos T cooperadores, citotoxicos o los linfocitos B e
inclusive tampoco tuvieron efecto sobre los macréfagos (Figuras 19-23) respectivamente.
Sin embargo, detectamos que ambas plantas administradas solas o en combinacién
disminuyeron de forma significativa el porcentaje de células NK (Figura 24), estas células
son importantes porque representan una fuente importante de IFN-y, esta citocina se ha
asociado con a la induccion de diversos mecanismos efectores antiparasitarios que
promueven una rapida respuesta pro-inflamatoria que a su vez afecta el desenlace letal de
la enfermedad (56). Burrack y colaboradores demostraron en un modelo de malaria
cerebral que IL-15 regula positivamente a las células NK (57). Adicionalmente, Zhao y
colaboradores demostraron que la curcumina modula negativamente la sintesis de IL-15
en un modelo de colitis (58), estos resultados podrian explicar la disminucion de la
poblacién NK en el bazo de ratones que recibieron el tratamiento con C. longa sola o en
combinacion con C. citratus (Figura 24). No existen reportes sobre la relacion entre C.
citratus e IL-15, pero con base en los resultados obtenidos es posible que la relacién sea
similar a la presente entre C. longa e IL-15.

Detectamos que la infeccidn disminuyo todas las poblaciones celulares que analizamos, lo
gue sugiere que el incremento del indice esplénico se debe a la proliferacion de otras
estirpes celulares. Es probable que debido a la intensa activaciéon de las células a
consecuencia de la infeccidn las conduce a su muerte por apoptosis (59) y en su intento
por reconstituir esta pérdida se generen nuevas células que, por no haber alcanzado su
estado de maduracién completo, no presentan los marcadores de diferenciacién que se
detectan con los anticuerpos monoclonales empleados.



En general, el tratamiento con C. longa o con C citratus incrementé la concentracién de IL-
10 aunque no de forma significativa (Figura 25). La IL-10 regula negativamente al INF-y y al
factor de transcripcion NFkB, estd molécula se ha asociado con la sobrevida de los
linfocitos (60), por lo tanto el incremento en la concentracién sérica de IL-10 en los
ratones infectados (Figura 26) podria ser la causa de la disminucién de las poblaciones de
linfocitos (Figura 20-23) en los ratones infectados con respecto a los ratones tratados de la
misma forma pero sin infeccion.

La administracion de ambas plantas solas o combinadas incrementd la concentracién de
IFN-y, aunque la diferencia no resultd estadisticamente significativa. Es probable que el
incremento en la concentracién de IFN-y generado por el tratamiento particularmente con
C. citratus no genere diferencias estadisticas, pero si diferencias fisioldgicas ya que se
alcanzd la concentracion fisioldgica a la que el IFN-y tiene actividad bioldgica (61).

11. Conclusiones

e La administracidn del rizoma de la planta Curcuma longa presenté mayor actividad
antimaldrica que el principio activo curcumina ya que requiere una menor dosis
equivalente para tener el mismo efecto antimalarico.

e No se presentd sinergia al combinar la administracién de Cymbopogon citratus y
Curcuma longa, es probable que sus metabolitos sean antagonistas entre si.

e Cymbopogon citratus regula negativamente a las células CD19+ en el bazo de los
ratones sin infeccion.

e El tratamiento con la mezcla de Curcuma longa (312mg/Kg) y Cymbopogon citratus
(mg/Kg) reguld positivamente la concentracidén de IL-10, lo que sugiere que la
combinacion de ambas plantas induce procesos antiinflamatorios.

e Curcuma longa y Cymbopogon citratus regulan negativamente a la poblacién
CD16*CD32* en el bazo de ratones infectados con P. berghei ANKA.
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