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1. INTRODUCCION

México cuenta con una gran diversidad de flora, sus antiguos pobladores conocian
las propiedades medicinales de miles de plantas a las que clasificaban de acuerdo con
las enfermedades en que eran utilizadas. Tenian plantas para todas las enfermedades y
dolores, de cuyos zumos, infusiones y aplicaciones componian sus remedios, y lograban
efectos admirables. EI doctor Francisco Hernandez a finales del siglo XVI, llegé a

" consignar 1,200 plantas medicinales en su preciosa obra de diez tomos (Acosta 1977).

Actualmente se han llevado a cabo estudios quimicos de plantas medicinales y se
ha encontrado que éstas contienen una gran diversidad de metabolitos secundarios, los
cuales han mostrado actividad citotdxica, anticancerigena, antibacteriana, fungicida,
antiviral, etc. Los resultados de esta linea de investigacién han permitido confirmar que
en muchos casos existe una clara correlacion entre el uso popular de una determinada
planta y la actividad biolégica de algunos de sus compuestos quimicos, como los

ejemplos mundialmente conocidos :morfina, cafeina, acido salicilico, etc.

Siguiendo esta linea de pensamiento seleccionamos al pino Pinus oocarpa, a cuya
resina se le atribuye, entre otras actividades biologicas, la de ser antiparasitario,
suponiendo que algunos de sus compuestos quimicos tuvieran actividad contra
Trypanosoma cruzi agente causal de la enfermedad de Chagas, que es uno de los

padecimientos que mas muertes causa en Ameérica Latina.

Por lo anteriormente mencionado, se decidié llevar a cabo un estudio fitoquimico
de la resina de Pinus oocarpa con el objeto de aislar e identificar sus metabolitos
secundarios principales, para conocer su posible actividad tripanocida, utilizando como
controles positivos al NIFURTIMOX, farmaco que se ha utilizado para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas y al acido 7a-hidroxisandaracopimarico, compuesto aislado de

Salvia microphylia.



ANTECEDENTES



2. ANTECEDENTES

2.1 DITERPENOS

Los Terpenos son metabolitos secundarios, que en su mayoria son téxicos para un
gran numero de insectos y mamiferos que se alimentan de las plantas y que

aparentemente juegan un papel importante de defensa en el reino vegetal.

Entre las subclases de terpenos de considerable interés estan los diterpenos que
son compuestos constituidos por veinte dtomos de carbono y estan formados por la unién
de cuatro unidades de isopreno, se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas,
hongos y particularmente en las resinas de los arbustos y arboles. Algunos de ellos,

poseen actividades biolégicas muy importantes, las cuales se mencionan a continuacion :

DITERPENOS CON ACTIVIDAD BIOLOGICA

’.ACINIDADLCQMEUESIQ__ELLENIE_NAILLBAL__REEERENGW

AGENTE EDULCORANTE:

Stevia (18 ssp) (Soejario, 1982)

Steviosido (1)




DITERPENOS CON ACTIVIDAD BIOLOGICA

ACTIVIDAD/COMPUESTO FUENTE NATURAL REFERENCIA

ANTIBACTERIANOS:

Wedelia scabema (Mathur, 1975)

Acido kaurenoico (2

s, Cistus icanus (Chinou, 1994)
| v
\) =
7
Tipo labdano (3)
Salvia (7 spp) (Gonzilez, 1989)
4)
Aspergillius chavaliery (Ellestead, 1972)

=0 LLS-491p (5)
=B-OH, a-H LLS491y (6)




ACTIVIDAD/COMPUESTO
ANTIBACTERIANOS

FUENTE NATURAL
o

REFERENCIA

Sonderaniol

7-18-Dihidroxi-sandaropimaradieno
=

Przewaquinona A

(10)

™

®)

Isodon japonicus

®)

Iboza riparia

Croton sonderianus

Salvia przewalskii

(Hanson, 1984)

(Hanson, 1984)

(Kubo, 1978)

(Hanson, 1984)




| ACTIVIDAD/COMPUESTO |

FUENTE NATURAL

REFERENCIA

ANTIBACTERIANOS:

joy
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HO,C

Diterpeno tipo ent-rosa-5-15-dieno (11)

1-Acetiljativatriol (12)

Echinolea inflexa

Sideritis pusilla

(Nicoletti, 1988)

(Diaz, 1988)

COHESIVOS Y ANTIMICROBIANOS

OH

=
—

SWH
~
Ferruginol (13)
ZcooH
Acido abiético (14)

Podocarpus ferrugineus
Cryptomeria japonica

Juniperus phoeniceae

(Connolly, 1991)

(Connolly, 1991)
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FUENTE NATURAL

REFERENCIA

ANTITUMORALES:

R,
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N

", OH

ZH

OH

R;=H, Oridonina
R;=Ac, Lasiokaurina

q

R
OH
Y\ | 4
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OH
o]

o

R=H Triptélida
R=OH Tripdiélida

R=0 Taxodiona
R=0H Taxodona

(15)
(16)

(17)
(18)

(19)
(20)

Isodon japonicus

Trypterigium wilfordii

Taxodium distichum

(Fujita, 1976)

(Morris, 1972)

(Morris, 1969)




CARDIOTONICOS

0,

S
WMH

OAc
OH

Diterpeno C (21)

W
N

lnuroylea.nol' (22)

RE=
< B H

'}'~Cetoroylean0na (23)

Coleus forskohlii

Inula royleana

Inula royleana

(Newmman, 1972)

(Bhat, 1975)

(Bhat, 1975)




FUNGICIDA
/\
' OH
\) .,le Nicotiana glutinosa (Bailey, 1974)
Sclareol (24)
INHIBIDOR DE CRECIMIENTO
DE PLANTAS:
(Kato, 1973)

Momilactona B (25)

Oryza sativa

PISCICIDA:

(26)

Emerocarpus setigerus

(Hanson, 1984)

Acido hautriwaico




2.2 LAS PINACEAS

Las coniferas cubren aproximadamente el 8% de la superficie de la tierra y su
importancia ecolégica y econémica estan bien reconocidas. Sus maderas se utilizan para
la elaboracion de papel y en la industria de la construccién. Mientras que sus resinas son
usadas como agentes de proteccién contra la degradacion biolégica y sus compuestos
volatiles son empleados en las industrias de la pintura, perfumeria y farmacéutica (San
Feliciano, 1991).

Las coniferas comprenden la familia de las Pinaceas, a la que pertenece el género

Pinus (Tabla 1), en el cual centramos nuestro mayor interés.

En Meéxico las coniferas ocupan 15% del territorio y de ellas mas del 90%
corresponden a los Pinus, los que forman el pilar mas fuerte de la industria forestal del
pais. Aproximadamente, un 60% de las especies de pinos mexicanos tienen importancia
comercial y el 80% del total de productos forestales del pais son obtenidos de los pinos.
Los pinares en México, como en otras partes del mundo, tienen un habitat serrano,

poblando montafias y pendientes en barrancos (Eguiluz, 1982) .

Esta topografia accidentada, junto con la posicion geografica del pais, han
ofrecido una inmensidad de nichos con microclimas especificos para el desarrollo de
hibridos y mutantes, que recombinados naturalmente han incrementado la diversificacion
de muchas especies. Meéxico es el pais con mas especies de pinos reportados y
reconocidos. Se conocen 77 taxa y probablemente existan otras especies en lugares

poco accesibles del pais (Eguiluz, 1985).



TABLA 1 Clasificacion taxonomica de las coniferas

ORDEN

Coniferales

FAMILIA

Araucariaceae

Cupressaceae

Podocarpaceae

Taxodiaseae

GENERO
Agathis

Araucaria

Actinostrobus
Austrocedrus
Callitris
Calocedrus
Chamaecyparis
Cupressocyparis
Cupressus
Diselma
Fitzroya
Fokienia
Juniperus
Libocedrus
Microbita
Neocallitropsis
Papuacedrus
Pilgerodendron
Platycladus
Tetraclinis
Thuja
Thujopsis
Widdringtonia

Taiwania

No. SP
13
18

W s aNes s BB uwwn-w

Yasa=4

.
3-8

w N

- k)
LU

- N o= W = Wk W
s £

N o= oo W= NN W
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2.2.2 Actividad biolé6gica de las pinaceas

La familia de las pinaceas tiene una amplia variedad de actividades biolégicaa
asociadas con sus metabolitos secundarios (San Feliciano, 1991). A continuacion

algunos ejemplos :

Se conoce que la larva de la mosca sierra (Neodiprion sertifer), la cual se alimenta
de hojas y ramas de coniferas como Pinus sylvestris, se protege de sus enemigos
emitiendo por la boca un fluido viscoso y con un fuerte olor a resina de pino, el cual aleja
a sus depredadores. El analisis quimico del fluido de la larva y de las ramas de Pinus
sylvestris dié como resultado la identificacion de los mismos compuestos en el fluido, en
las ramas y en las hojas de Pinus silvestri, por lo tanto, en este caso el pino provee a la

larva de una defensa quimica contra sus depredadores (Eisner, 1974).

Los pinos sufren del ataque de algunos parasitos, entre los mas importantes se
encuentra el hongo Fomes annosus. Sin embargo, se ha encontrado que algunos pinos
tienen resistencia contra estos hongos. Ciertos estudios demostraron que se debe en
parte a la presencia de compuestos inhibidores en la resina. Pinus densiflora es uno de los
pinos que presentd mayor resistencia, por lo que se analizé su resina, de la cual se
aislaron e identificaron algunos compuestos entre los que se encontraron p-sitosterol (27),
cembrol (28), pinosilvina (29), éter monometilico de pinosilvina (30), acido palustrico (31)
y algunos acidos diterpénicos del tipo abietano. Con estos compuestos se hicieron
ensayos de inhibicion de crecimiento en Fomes annosus, encontrando que la pinosilvina y
su éter monometilico fueron los compuestos mas activos, ya que la inhibicion fue del
100% a una concentracion de 0.04 a 0.001%. También se reporta al acido paltstrico y
los acidos diterpénicos del tipo abietano como inhibidores, aunque no tan eficaces.
Estudios adicionales demostraron la presencia de pinosilvina en otras especies de pinos
como Pinus sylvestris, Pinus mugo, y Pinus banksiana, comprobandose que la pinosilvina se
produce como una respuesta a la invasion fingica y que ademas es un compuesto

derivado de procesos metabdlicos de la resina (Dumas, 1983).

11



R
Cg\f* o
HO (27) b7 @ (zs)

(29) R=CH3 (31)
(30) R=H

\\\\

Himejima (1992) reporta que la resina de Pinus ponderosa tiene actividad contra
bacterias gram-positivas (Bacillus subtilis y Brevibacterium ammoniagenes), pero no contra
bacterias gram-negativas (Escherichia coli y Psendomonas aeruginosa), contra hongos como
Candida utilis, pero no contra Saccharomyces cerevisiae. Para dilucidar qué compuestos de
la resina estan actuando, se aislaron por destilacién con arrastre de vapor compuestos
monoterpénicos : a-pineno (32), p-pineno (33), 3-careno (34), limoneno (35) y terpinoleno
(36) y el sesquiterpeno longifoleno (37). Estos fueron probados en los microorganismos
antes mencionados y se encontré que el longifoleno mostré actividad contra bacterias

gram-positivas, mientras que los monoterpenos fueron activos contra hongos.

(32) (33) (34)

ol

(35) (36) 37)
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En otro estudio se probé la actividad de acidos diterpénicos resinicos,
encontrandose que la ingestion del extracto hexanico de las hojas de Pinus ponderosa,
compuesto por ocho acidos diterpénicos, causé la reabsorcién de embriones en ratones

durante la etapa temprana de gestacion (Kurbik en Himejima 1992).

También Gardener (1994) cita que cuando el ganado en estado avanzado de
prefiez consumia las hojas de Pinus ponderosa, ocurria un gran nimero de abortos ; por lo
que se decidio investigar la causa llevando a cabo pruebas con la fraccién acida de las
hojas de este pino. Los componentes mayoritarios identificados en esta fraccion acida
fueron 4 acidos grasos de cadena lineal (palmitico (38), linoleico (39), oleico (40) y
estearico (41)), cuatro acidos diterpénicos triciclicos (isopimarico (42) dehidroabiético (43)
abiético (14) y neoabiético (44)), y dos acidos diterpénicos del tipo labdano (imbricataloico
(45) e isocuprésico (46)). Se encontré que los acidos abietanicos no inducian aborto por
si mismos, sin embargo, a dosis altas fueron téxicos, causando depresién, falta de apetito
y muerte. Se identifico al acido isocuprésico como el que presentaba mayor actividad

abortiva en Pinus ponderosa.

CH(CHy),4CO;H (38) i N )\
CH3(CH)sCH=CHCH ;CH=CH(CH 7);CO,H (39) O
CH3(CH3);CH=CH(CH ,),CO;H (40) gj/\)l g:’/u
CH3(CH,),6COH @1) o .'"”cozu
42) 43)
CH=0 “X—CHy-OH

i,

Qk? q\f
= COgH 2H

(45) (46)
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En busca de compuestos nuevos que actuaran como inhibidores de agregacion de
plaquetas se estudid la resina de Pinus massoniana. De la fraccion acida de la resina de
este pino se aislaron los acidos: pimarico (47), levopimarico (48), palustrico (31) ,
neoabiético (44), abiético (14), dehidroabiético (43), 7-oxodehydroabiético (49), y 7a-
hidroxydehidroabiético (50), los cuales fueron probados en ensayos de inhibicion de
agregacion de plaquetas de conejos, en donde el acido levopimarico (48) mostro ser el
mas activo a una concentracién 0.08 mmol/l con un porcentaje de inhibicion del 90%,
sequido de los acidos pimarico (47) y palustrico (31) exhibieron un 59% y 42% de

inhibicién respectivamente (Cheung, 1994).

7 0 7
z
oM ]
"f/
N OH
47) (49) COH

(59)

Sodderberg (1996) hizo un estudio de efectos de citotoxicidad en epitelio humano y
fibroblastos con la resina de Pinus merkussi y tres compuestos acidos aislados de ésta:
dehidroabiético (43), podocarpico (51) y O-metilpodocarpico (52) ; con los que se
hicieron ensayos antibacteriales con Staphylococcus aureus.; encontrandose que el acido
dehidroabiético y la resina fueron los compuestos mas toxicos y efectivos contra
Staphylococcus aureus, seguido de los acidos O-metilpodocarpico y podocarpico que
tuvieron una ligera toxicidad. Se sugiere que la actividad estd mediada por la accién que
se ejerce en la membrana celular, ademas la diferencia de la toxicidad de los compuestos

se debe a la alteracion estructural en los anillos aromaticos de la molécula.

14
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(51) (52)

Rhyacionia frustrana, €s un parasito comun de Pinus taeda que come la parte interna
del tallo, dafiando el tejido vascular y matando el meristemo apical, su sobrevivencia
depende de una apropiada seleccion de ovoposicién. Las hembras ovopositan
exclusivamente en Pinus taeda, éste crece junto a Pinus elliottii en el que no ovopositan.
Se cree que el mecanismo por el cual la hembra distingue la resistencia del hospedero es
quiza una respuesta mecanica, quimica o un estimulo visual. Debido a lo anterior se hizo
un estudio en cuanto a las diferencias de los compuestos de los dos pinos, se encontré
que ambos contenian a-pineno (32), camfeno (53), B-pineno (33), mirceno (54), sabineno
(55), p-fellandreno (56), y limoneno (35), pero en diferentes proporciones. En Pinus elliotti
se encontrd B-pineno en un 35.6%, mirceno en 3.4%, y lipidos cuticulares en 6% mientras

que en Pinus taeda fue de 15.3%, 10.9% y 11% respectivamente (Rqss, 1995).

N

(53) (54) (55) (56)
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2.2.3 Caracteristicas de Pinus oocarpa

Entre las especies mas importantes de las pinaceas en México esta el Pinus
oocarpa. Desde el punto de vista ecolégico, genético y econémico, es muy importante por
su amplia distribucién, su plasticidad adaptativa y como protector de suelos, evitando la
erosion y el proceso de sabanizacién que a menudo se presenta al destruir estos
bosques. Generalmente se le usa como fuente de resina, sin embargo, existen zonas de
Chiapas y Jalisco ubicadas sobre los 1200m s.n.m. donde se encuentran poblaciones con
muy buenos rendimientos maderables, susceptibles de un potencial aprovechamiento
(Sanchez, 1986).

Taxonomia
Familia : Pinaceas
Subfamilia : Abietineas
Género : Pinus
Especie : oocarpa
Nombres comunes de la especie : Ocote, pino resinoso (Oax.), ixtaji, ichtaj,

tzin (Chis.), ocote chino, pino chino, ocote
macho, pino amarillo (Jal.), pino colorado,
pino prieto (Sin.)

La altura media de estos arboles va de 15 a 30 m de alto, ocasionalmente 35 m, y
50-70 cm de diametro; copa redondeada y frecuentemente compacta, ramas fuertes y
extendidas; corteza agrietada, obscura o grisacea, en placas delgadas, largas y casi
rectangulares, de color amarillento interiormente. Ramillas morenas y moreno rojizo,

asperas y escamosas; la base de las bracteas son decurrentes.

16



Hojas en fasciculos de 5, ocasionalmente de 3 y 4, de 20-25 cm de longitud, de
color verde claro brillante, tiesas y asperas, ocasionalmente delgadas vy flexibles; los
margenes finamente aserrados, estomas presentes en la superficie dorsal y' ventral,
canales resinosos 4-8, por lo general septales, vainas persistentes, y obscuras de 10-30
mm y escamas acuminadas. Los conos en esta especie son muy variables en forma y
tamano, van de globosos a ovoide cénicos, varian en tamano de 6-10 cm de longitud, van
del color amarillento palido al ocre pulido (fig.1). Las escamas son gruesas, moreno
obscuras, aplastadas, destacandose claramente las huellas de las alas, algo ensanchado
en su parte media. Las semillas son pequerias, café obscuro, semillas aladas 10-12 mm

de longitud, los cotiledones son 5-7 (Perry, 1991).

Madera suave y algo ligera, textura uniforme y de color claro con tinte amarillento.
Produce gran cantidad de resina, sobre todo en época de secas, de la cual, por
calentamiento, se puede destilar un producto volatil o aguarras usado como disolvente de

pinturas (Zamora, 1981).

“Poocarpa ~ tronco "~ hojasycono
FIG 1
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Se extiende desde los 300 hasta 3000m s.n.m., habitando en Son., Chih., Sin.,
Dur., Nay., Jal., Mich., Gro., Oax., Chis., Edo de Mex., Mor., Pueb. (Fig. 2), extendiéndose
hasta las regiones del sur entre las montafias de México, también se encuentran en
Guatemala, El Salvador , Honduras y Noreste de Nicaragua. Su rango de distribucion
comprende desde 12°48’ -27°00’ latitud Norte y 85°51’-109°08' de longitud oeste. En
México se ubica entre los 15°00" - 27°00' latitud Norte y 92°00'-108°51' longitud oeste.
Los climas en que habita fluctian entre templados, templados frios, semicélidos y calidos;
poblando preferentemente regiones subtropicales e incluso tropicales con precipitaciones
anuales que varian de 650- 2600 mm y temperatura minima media anual de 3°C,

temperatura maxima media anual 35°C (Eguiluz, 1982).

‘FIG. 2 Distribucion de Pinus cocarpa

En el cuadro 2 se indican algunos compuestos terpénicos encontrados en
muestras de resinas colectadas en México y Guatemala, asi como el porcentaje de

arboles con altas concentraciones de tales compuestos (Eguiluz, 1982).
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Cuadro 2. Componentes quimicos de la resina del tronco de P. cocarpa

P.oocarpa P. oocarpa

México Guatemala
TERPENOS % %
a-Pineno 17.9 nd
Camfeno r s
B-Pineno r 9.5
A3- Careno nd 4.7
Sabineno e e
Para-cimeno 24.8 1
p-Felandreno 8 19.5
(+)-Limoneno 29.3 27.8
Terpinoleno r S
Linalol 1.8 ---
a-Fenchol nd 2
a-Terpineol --- ---
Terpineno 4-ol --- 7
Metil-cavicol 1.9 3.9
Trans-cariofileno 231 nd
y-Muroleno r nd
a-Muroleno 1.2 nd
5-Cadineno --- nd
y-Cadineno 2.3 nd
Cadineno i nd
Desconocidos 10 nd

r

nd =

residuos (todas las cantidades menores del 1%)

compuesto ausente.

no se determiné

En las comunidades de algunos estados de la Republica Mexicana esta especie de

pino es usada para tratar diversos malestares; en el cuadro 3 se muestran algunos de

sus usos terapéuticos, asi como la manera de prepararlo (Aguilar, 1994).
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CUADRO 3

USOS TERAPEUTICOS MAS COMUNES DE Pinus oocarpa schiede EN ALGUNOS ESTADOS DE LA REPUBLICA
MEXICANA

NOMBRE LOCALIDAD PARTE PREPARACION VIA DE ADMON.
POPULAR UTILIZADA

(074



2.3 ENFERMEDAD DE CHAGAS

En 1909 Carlos Chagas realizando estudios sobre el paludismo descubrié un
protozoario (Trypanosoma cruzi) en el intestino de un hemiptero del género Triatoma

(chinche hocicona).

Posteriormente encontré el mismo tripanosoma en la sangre de un nifio que tenia
fiebre, anemia y linfadenopatia y demostré que este parasito era la causa de una

enfermedad endémica en ciertas zonas de Brasil.

La tripanosomiasis Américana o enfermedad de Chagas es el Unico caso que se
conoce en la medicina donde el insecto transmisor y el parasito se descubrieron antes de
ser diferenciada la enfermedad como entidad nosolégica. La enfermedad fue llamada asi

en honor a su descubridor.

Desde su descubrimiento a la fecha se ha encontrado el parasito practicamente en

todos los paises del Continente Americano (Carrol 1979).

2.3.1 Trypanosoma cruzi

Agente etiolégico (fig. 3) de la enfermedad de Chagas o tripanosomiasis

Americana (Tay, 1991).

Reino : Animalia
Subreino : Protozoa
Phyllum: Sarcomastigophora

Subphyllum: Mastigophora

Clase: Zoomastigophora

Familia: Trypanosomatidae

Genero: Trypanosoma '
Especie: cruzi
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Fig. 3 Trypanosoma cruzi
2.3.2. Distribucién geogréfica:

Se encuentra ampliamente distribuido por todo el continente, ocupando desde el

paralelo 43° al norte (E.U.A.) hacia el paralelo 49° latitud sur(Argentina), fig. 4 (Pinto,
1992).

= Miles de mdividuos mfectados

Fig. 4 Distribucion geografica y epidemiologia de Trypanosoma cruzi
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2.3.3 Epidemiologia

Se estima que en el continente americano hay unos 18 millones de personas
infectadas por 7. cruzi causando alrededor de 45 000 muertes al afio (Mc. Carthy 1996).
Se calcula que cerca de 300 000 individuos infectados viven en Sao Paulo, Brasil, debido
a las inmigraciones de lugares aledarios a la ciudad, asi también en E.U.A se calcula que
cerca de 50 000 individuos estan infectados (fig. 4) y muchos de ellos son provenientes
de México y América Central (Pinto, 1992).

En la Republica Mexicana (Fig. 5) se considera como area endémica probable todo
el territorio que se encuentra entre los 0 m y los 200 m sobre el nivel del mar, es decir las
2/3 partes del territorio nacional (Kenneth, 1984). En 1990 se comprobaron alrededor
de 300 casos agudos de la enfermedad y mas de 2500 con diagnéstico serélogico en los
Estados de Oaxaca, Chiapas, Jalisco, Michoacan, Guei‘rero, Zacatecas, Yucatan,

Veracruz, Edo. de Mex., Sonora, Nayarit y Tabasco (Velasco, 1992).

Torpancioma erusi
“ Positivo a Serologia
1 Miocarditis compatible con Chagas

Fig. 5 Ubicacion de casos humanos de la enfermedad de Chagas en la Repablica Mexicana
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Trypanosoma cruzi se desarrolla exitosamente en un gran nimero de insectos, pero
se considera que los insectos reduvios son el Unico vector de importancia, ya que estas
especies invaden casas y habitualmente defecan durante el proceso de alimentacion,
depositando junto con la materia fecal a los tripomastigotes metaciclicos, los cuales
pueden penetrar la piel por el hoyo de la picadura, en el momento del rascado al romper
la piel, al frotarse los ojos con los dedos contaminados con materias fecales del triatémino
infectado, por la mucosa oral o nasal, al ingerir triatdminos infectados (algunas personas

se comen los triatomas por considerar que tienen efectos afrodisiacos).

El género Triatoma es el mas importante para México, ya que estd ampliamente
distribuido en todo el territorio nacional con 26 sp y subespecies de las que muchas
tienen habitos domiciliarios. Se le conoce con multitud de nombres: Chinche hocicona,
pick, chinche de compostela, chinche americana, chinche besucona, chinche voladora,
etc. Miden de 1.5 a 3.5 cm. Tienen habitos nocturnos, aunque algunas especies pican a

plena luz del dia (Fig 6).

Fig. 6 Insecto reduvio, particularmente del género triatoma transmisor de Trypanosoma. cruzi

24



También se ha comprobado que un método potencial de transmision es la
transfusién sanguinea, ya que los tripomastigotes prociclicos pueden sobrevivir al menos

2 semanas, algunos autores sugieren que hasta 3 meses, en sangre refrigerada.

Asi también la transmisién de estos protozoarios puede ser por manipulacion de
animales infectados en laboratorios de investigacion, transmisidon congénita (siendo su
frecuencia mucho menor, ya que las mujeres chagasicas mueren por la infeccién), por
leche materna, saliva, esperma, al desollar animales infectados, por transplantes de
organos y tejidos, por la ingestion de visceras semicrudas de animales infectados y
migracién, entre otros (Markell, 1986).

2.3.4 Morfologia y ciclo biolégico

Trypanosoma cruzi €s un organismo pleomoérfico ya que desarrolla diferentes formas
en su ciclo de vida, tanto en el hombre o huésped reservorio, como en los insectos

transmisores. Se presenta en la naturaleza en tres estadios, ver Fig. 7 (Carrol, 1979):

Tripomastigote, flagelado de cuerpo alargado de 20-25um de longitud, fusiforme y
generalmente se le observa incurvado en forma de “C o S”, presenta un nicleo
vesiculoso, cinetoplasto subterminal posterior al nucleo, el cual estd formado
principalmente por ADN. Del cinetoplasto surge la membrana ondulante que recorre al
parasito a todo lo largo de su cuerpo saliendo libre en la porcién anterior (flagelo) para
moverse activamente como chicote. Se localiza en la sangre de los mamiferos como
tripomastigote prociclico y en el intestino posterior de los triatominos infectados como

tripomastigote metaciclico (formas infectivas, no proliferativas).
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Epimastigote, fusiforme de 20 a 25 um donde el cinetoplasto se encuentra anterior al
nucleo, el flagelo forma una pequefia membrana, este estadio se muitiplica en el intestino
de los triatominos por fisidn binaria y se diferencia para dar lugar a los tripomastigotes
metaciclicos. El epimastigote es una forma no infectiva, proliferativa y se encuentra

predominantemente, 99% en fase logarimica, en los cultivos axénicos.

Amastigote, redondeados (leishmanoide), mide de 2-7 um, sin flagelo libre aparente,
presenta un gran ntcleo y cinetoplasto en forma de bastoncillo. Se divide también por
fisién binaria. Es infectivo, se localiza en los tejidos (miocardio, eséfago, colon, neuroglia)

del hospedero vertebrado en donde se diferencia a tripomastigote prociclico.

Cabe hacer notar que se ha reportado también formas intermedias.

N
—C
N
C = cinetoplasto
C N = micleo
Amastigote Epimastigote Tripomastigote

Fig. 7 Estadios morfoldgicos de Trypanosoma cruzi
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El ciclo biolégico se realiza en dos tipos de hospederos, vertebrados e

invertebrados :

Hombre
Primates
Vertebrados Camivoros
Lagomorfos
Marsupiales
Desdentados

Invertebrados Aproximadamente 109-115
especies perteneciente a 14-
15 géneros Reduvios de la
familiaTriatominidae

Los triatominos nacen libres de infeccién y pueden adquirirla en cualquiera de sus
estadios mediante la ingesta de tripomastigotes prociclicos durante su alimentacion. La
infeccion aparece entre 15 y 60 dias después de la hematofagia y se prolonga durante
varios meses o bien el resto de su vida. En la fig. 8 se muestra el ciclo de vida donde el
triatomino infectado con T. cruzi excreta al parasito (tripomastigote metaciclico 4) en

materia fecal (A) y orina durante é minutos después de la hematofagia.

Fig .8 Ciclo de vida de T. cruzi en el hospedero vertebrado y en el insecto triatomino
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El tripomastigote metaciclico penetra a su hospedero vertebrado a través de la
mucosa o piel rota, invadiendo las células locales del sistema fagocitico mononuclear , a
varios tejidos como muscular, cardiaco (B), intestino (C) o musculo esquelético (D) y se
transforma en amastigote. Este se reproduce dentro de la célula, invadiéndola, la cual al
no soportar mas parasitos se revienta, saliendo al exterior, transformandose rapidamente
en tripomastigote sanguineo (o prociclico 6 y 7), diseminandose via hematégena por todo
el organismo, se vuelve a transformar en amastigote, se multiplican profusamente,
rompen las células y se repite este mecanismo durante la vida del huésped. Ademas,
puede ser picado por ofro triatomino, en el insecto el parasito se transforma a
epimastigote (1-3) el cual se divide en el intestino y finalmente algunos epimastigotes
pasan a la parte posterior del intestino, donde ellos se transforman en tripomastigotes
metaciclicos los cuales pasan a las heces fecales cuando el insecto vuelve a alimentarse,
repitiéndose este proceso, ya que se trata de un proceso infeccioso que no es
autolimitante (Tay 1991).

2.3.5 Patogenia y sintomatologia

El parasito afecta al huésped de diferentes maneras, entre las mas importantes
tenemos la destruccién de las células del sistema reticuloendotelial y de otros tejidos, por
el crecimiento y multiplicacién del flagelado. Kéberle (en Bocca, 1981) sefala la
produccién de una tripanotoxina en la miocarditis chagasica, asi como la produccion de
“mega 6rganos” (megacardio, megaesofago y megacolon principalmente): Los parasitos
invaden gran cantidad de tejidos y 6rganos como corazén, cerebro, higado, bazo,
ganglios linfaticos, musculos, etc., (Fig. 10 y 11) produciendo lesiones y cuadros clinicos
diversos (Tay 1991).
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La sintomatologia de la infeccién por T. cruzi es tan variada como las lesiones que
produce el agente etiolégico. La duraciéon minima del periodo de incubacion en el hombre
fluctia entre 7 y 14 dias, aunque algunos autores consideran que es de 12 a 30 dias
(Chester 1984).

Por lo general la enfermedad se divide en 3 fases : aguda, indeterminada y cronica.

Fase aguda : Padecida generalmente por los nifios. Dura de 20 a 30 dias, se caracteriza
por fiebre elevada, seguida a las dos semanas por un depdsito de material mucoide en los
tejidos que causa tumefacciébn a veces por todo el cuerpo. La cara se hincha,
presentandose edema palpebral intenso (signo de Romarna-Mazza) en uno o en ambos

ojos (Fig. 9).

Las glandulas tiroides, preauricular, paratiroides y submaxilar, los ganglios
linfaticos, el bazo y el higado se encuentran aumentados de tamafio. La fiebre es

intermitente, remitente o continua. La queratitis es comun.

El cuadro es de tipo tifoideo con fiebre, esplenomegalia y hepatomegalia, pero sin
edema. Generalmente va acompanado de nerviosismo, alteraciones del psiquismo y en
ocasiones presenta signos de encefalomielitis o de meningoencefalitis. La muerte

sobreviene en un lapso de dos a cuatro semanas o la enfermedad pasa a la fase crénica.

Fase indeterminada La mayoria de los casos agudos de la Enfermedad de Chagas se
transforman en un periodo de entre 2 a 3 meses a un estado sub-agudo y de éste, a un
estado cronico asintomatico, comunmente llamado fase indeterminada. Alrededor del
40% de los casos serolégicamente positivos se clasifican bajo este grupo cuando sélo se

llevan a cabo examenes de rutina.
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Fase crénica. Se observa en nifios, pero es mas frecuente en adultos. Los sintomas de
esta fase estan relacionados con el dafo sufrido en la fase aguda, por lo que depende de
la localizacion principal de los parasitos intracelulares durante este tiempo. Se han
descrito los de tipo cardiaco, meningoencefalico, mixedematoso, seudomixedematoso y
supracraneal de la enfermedad. Megaesofago y megacolon, las manifestaciones en esta
fase son debidas al peristaltismo desordenado como resultado de la destruccién de los
ganglios auténomos que estan dentro de las paredes viscerales. Los pacientes pueden
vivir muchos afos asintomaticos o bien se hacen aparentes la disnea, palpitaciones, dolor

precordial e insufiencia cardiaca o presentarse muerte subita (Tay 1991).

Fig 11 Megacolon
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2.3.6 Diagnéstico

Para efectuar el diagnéstico de la enfermedad de Chagas puede hacerse mediante

la combinacion de datos epidemioldgicos, clinicos y de laboratorio.

La mas fuerte evidencia clinica y epidemidlogica que debe tomarse en cuenta es la
procedencia del enfermo, se le interrogé de posibles estancias en zonas endémicas, ya
que los signos y sintomas (Romarna-Chagoma de inoculacién, adenopatias, fiebre, etc.)
muchas veces pasan inadvertidas y las manifestaciones clinicas en la etapa cronica, en

ocasiones tardan 10 afnos o mas en aparecer (Kenneth 1984)

El diagnostico de laboratorio para determinar la presencia del parasito se efectua
mediante examenes parasitolégicos directos o indirectos. Los tripomastigotes se
encontraran en sangre circulante, particularmente durante la etapa aguda de la infeccion,

momento en el que se pueden detectar mediante los siguientes métodos (Tay 1991) :
Examen directo sangre : Este examen se efectia con muestra de sangre.

Hemocultivo : Se emplean medios de cultivo especiales como el Novy, Nicolle y Mc-Neal
(NNN).

inoculacién de animales de laboratorio : Generalmente se usa el raton blanco de

laboratorio (Mus musculus).
Xenodiagnostico : Se emplean vectores Triatominos no infectados

Examen inmunologico :. Las pruebas mas utilizadas en este método son, fijacion de
complemento (FC), hemaglutinacion (HA), inmunofluorescencia indirecta (IFI) y se

emplean en la fase cronica del padecimiento.
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2.3.7 Tratamiento

Se ha intentado usar numerosos farmacos para el tratamiento de la enfermedad de
Chagas, pero sin resultados satisfactorios. Los derivados del nitrofurano han mostrado
tener una alta actividad tripanocida, sin embargo también son muy téxicos para el humano
por lo que se hace evidente la busqueda de nuevas estructuras quimicas que puedan ser
usadas para el tratamiento de la tripanosomiasis americana. Los dos farmacos que se

han utilizado con mayor frecuencia son el Nifurtimox y el Benznidazol.
NIFURTIMOX (59)
Sinénimos: Bayer 2502, Lampit,
3-Metil-4(5’nitrofurforilidenamino-tetrahidro(1-4)-thiazina1,1-diéxido
Férmula: C10H13N3053

N O AN ‘<o

N \ /
N\U/\“ o
CH,
(57)

Peso molecular: 287.3 g

Este farmaco es un derivado del nitrofurano, es empleado en la fase aguda de la
enfermedad de Chagas. Es un polvo de color amarillo, relativamente insoluble en agua.
El farmaco es administrado por via oral y tolerado mas por los nifios que por los adultos.
Las dosis diarias recomendadas son: en adultos, 8-10 mg/Kg./dia via oral por 120 dias;
la dosis pediatrica es de 1-10 afios de edad, de 15-20 mg/Kg/dia y en nifios de 11-16
anos 12.5-15mg/Kg/dia por 90 dias, también por via oral.
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Existen dos argumentos acerca del modo de accién del Nifurtimox en T.cruzi. El
primero explica las interacciones del sustituyente nitro en las reacciones biosintéticas,
especialmente en la sintesis de proteinas y acidos nucleicos, principalmente ADN, este
mecanismo es similar al propuesto para la accién bactericida de este tipo de farmacos
que causan mutagénesis y carcinogénesis. El segundo argumento relaciona la
producciéon de aniones superoxido, como resultado del metabolismo del farmaco, los
cuales son acumulados a niveles téxicos en T. cruzi debido a que el parasito no posee la

enzima catalasa (Denicola, 1993).

El farmaco no ‘es tolerado por los pacientes en fase cronica, cuando es
suministrado por mas tiempo que el recomendado (120 dias). Los efectos colaterales
estan relacionados con transtornos en el sistema nervioso y en el tracto gastrointestinal,
nauseas y vomitos son comunes, pérdida de peso, pérdida de la memoria y disturbios del
sueno, mialgias, convulsiones, paratesias, polineurtitis y pueden presentarse episodios
psicéticos, por lo que pocos pacientes completan el periodo de tratamiento (Kenneth
1984).

BENZNIDAZOL (60)
Sinénimos: Ro7-1051, Radanil, Rochagan,
N-benzil-2-nitro-1-imidazoleacetamida
Férmula: Cy;H12N4O5

Peso molecular: 260.3 g
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El Benznidazol es un derivado del 2-nitroimidazol, presenta actividad tripanocida
efectiva unicamente del 30% al 70% usado durante la fase aguda, en cambio no muestra

actividad cuando se usa en la fase cronica (Rodriguez 1995).

Es un polvo de color amarillo claro relativamente insoluble en agua, La dosis

recomendada es: En adultos 5 mg/Kg./dia durante 30-120 dias por via oral.

Diaz (1988) reporta que el Benznidazol actia como via de interferencia en la
sintesis de macromoléculas (DNA, proteinas y lipidos). La diferencia entre este farmaco y
el Nifurtimox es probablemente a consecuencia de la baja electronegatividad del

nitroimidazol comparada con la del 5-nitrofurano.

En pruebas clinicas iniciales con el Benznidazol en dosis mayores a las
recomendadas se observaron como efectos colaterales polineuropatia y progresiva
dermatitis purpurica, siendo estos sintomas menores que los causados por el Nifurtimox
(Figueroa, 1994).
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2.3.8 Productos naturales tripanocidas

De Piqueria trinervia se aisl6 un compuesto monoterpénico (Piquerol A (59)) que
resultd ser una substancia biolégicamente activa. Estudios in vifro mostraron que producia
baja toxicidad en mamiferos, inhibicion del crecimiento en plantas y que provoca muerte
en acaros y moluscos, lo cual alentdé a realizar bioensayos para probar la capacidad
tripanocida del compuesto. Los resultados mostraron que a concentraciones mayores de

los 100 pg/ml hubo una significativa actividad contra el protozoario (Castro 1992).

B N

AN

OH
)‘\\

(59)

Annona spinescens, de la familia de las Magnoliales crece en las costas del este
de Brasil. Emerson (1996) reporta el estudio del contenido de alcaloides de la planta y
bioensayos de actividad tripanocida de un nuevo alcaloide encontrado en la planta,
denominado pesoine (60). El resultado del bioensayo mostrdo que el alcaloide (60)

provoco el 55% de lisis del parasito a una concentracion de 250 pg/ml.
0
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35



Del extracto de éter de petréleo de Oxandra espintana se aislé un nuevo
compuesto al que se le denominé espintanol (61), este fué probado en 20 cepas
tipificadas de Tripanosoma cruzi, observédndose variaciones importantes en su actividad.
En las cepas Tulahuen, A99 CL7, R 107, Te CL2 el espintanol mostré una actividad
importante, en cambio en la cepas 9280 CL1, M6241 CL 6, A98 CL5 n-t;"'"ﬁﬁbo

ﬁ(i”

F

- > 4 :'/ Hy
i

(61)

actividad (Hocquemiller 1991).

Figueroa y Rivera (1994) probaron la actividad tripanocida de dos acidos
diterpénicos : el 7 a-hidroxisandaracopimarico (62) y el acido kerlinico (63) extraidos de
Salvia microphylla y Salvia keerli respectivamente. Los dos compuestos a una

concentracion 1 mM mostraron actividad contra el parasito.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Explorar la actividad tripanocida de los terpenoides aislados de la resina de pino

(Pinus oocarpa schiede) empleando Trypanosoma cruzi como modelo biol6gico.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

a) Aislamiento y purificacién de los terpenoides de Pinus oocarpa schiede

b) Implementar y validar una metodologia sencilla para determinar in vitro la actividad
tripanocida del acido pimarico, una mezcla de Aacidos diterpénicos (pimarico,
isopimarico y dehidroabiético), el acido dehidroabiético y el longifoleno.

) Obtener informacién de parametros observables (crecimiento, muerte, movilidad y

morfologia) de la actividad tripanocida en el bioensayo.

d) Determinar la relacién estructura-actividad tripanocida de los terpenoides.
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4 METODOLOGIA

La metodologia consta de dos partes: a) Quimica (extraccion de los productos
naturales) dirigida por el Dr. José S. Calderon Pardo de la Unidad de Plantas Medicinales
en el Instituto de Quimica, UNAM y b) Bioldgica (bioensayo de actividad tripanocida)
asesorada por la Dra. Julieta Rubio Lightbourn del Depto. de Genética y Toxicologia

Ambiental en el Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

4.1 PARTE EXPERIMENTAL QUIMICA

4.1.1 Material Quimico

Resina 42.51 g Ixtapa Chiapas del tronco de Pinus oocarpa.
Columnas :
60 cm de largo X 7.0 cm de diametro
40cm “ * X45cm* "
90cm “ * X25cm* “

Gel de silice 70/230 para empacar columnas, silica gel para placa, Gel de silice

(MERCK) para adsorcion de los compuestos previa a la cromatografia en columna.

Para el seguimiento de las fracciones colectadas se utilizaron cromatofolios de
aluminio con gel de silice 60 de 0.25 mm de espesor con indicador fluorescente UV 254.
Como reveladores se utilizé una solucién de sulfato cérico al 1% en acido sulfurico 2Ny

lampara ultravioleta.

Los disolventes usados fueron destilados previamente.
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4.1.2 Metodologia Quimica

La resina de Pinus oocarpa fue colectada en Ixtapa, Chiapas.

42.5g de la resina fueron cromatografiados en una columna con un diametro de 10
cm y se empacd con 800g de silica gel para placa, se eluyé inicialmente con hexano y
posteriormente con mezclas de hexano-acetato de etilo, de polaridad creciente. Se
recolectaron 48 fracciones de 500 ml y el disolvente fue eliminado a presién reducida en
un rotavapor BUCHI Waterbath B-480, cada una de estas fracciones se monitoreo por
cromatografia en capa fina y se reunieron las que presentaban un R; similar. De la
fraccion 2 eluida con hexano, se obtuvo un liquido incoloro, cuyo peso molecular
determinado por espectrometria de masa fue de 204 y que corresponde a la férmula

molecular CysH14, este compuesto fué el longifoleno.

Las fracciones (7-8) eluidas con Hexano :AcOEt 9:1 fueron recromatografiadas
obteniéndose 40 fracciones, de 250 ml, de esta columna se reunieron las fracciones (15-
24) de acuerdo a su R, obteniéndose un peso de 11.4 g. Estas fracciones se sometieron a

una nueva cromatografia en columna de gel de silice.

De la columna anterior resultaron 46 fracciones, reuniéndose las fracciones 14-
24 eluidas con Hexano:AcOEt 95:5 con un peso de 7.95g. Estas fracciones se
recromatografiaron, obteniendo 100 fracciones. La fraccion 14 eluida con
Hexano:AcOEt 95 :5 di6 un compuesto soélido, cristalino identificado como &cido
piméarico con peso molecular de 302, férmula molecular C,,H;,0,. Las fracciones 15-
22 se reunieron, dando 3.15g de un liquido viscoso que se identific6 como una
mezcla de acidos diterpénicos (pimarico, isopimarico y dehidroabiético). La fraccion
78 fué esterificada con una solucién de diazometano, obteniendo , después de la
purificacién por cromatografia en capa fina, 25 mg del éster metilico del acido

dehidroabiético con peso molecular 316 y con férmula molecular C,,H,,0,.
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4. 2 PARTE EXPERIMENTAL BIOLOGICA
4, 2. 1 MATERIAL BIOLOGICO

4.2.1.1 Cepa Trypanosoma cruzi

En este estudio se utiliz6 la cepa "Y” aislada de humano, en Sao Paulo, Brasil.

4.2.1.2 Medio de cultivo

Medio LIT (Liver Infusion Tryptose)

Composicién :

NaCl 40 g
KCI 04 g
Na,HPO, 80 g
Glucosa 20 g
Triptosa 50 g
Infusién de higado 50 g
Disolucién de hemina 0.025 g
Suero fetal bovino (inactivado) 100 ml
Agua bidestilada 1000 ml

Los componentes fueron disueltos en agua destilada, excepto el suero y la
hemina. El pH de la disolucién fue ajustado a 7.2. Posteriormente, esta disolucién

fue esterilizada en autoclave a 20 P.c.I 6 1.4 cm? durante 30 min.
La disolucién de hemina y el suero fueron adicionados al resto de los

componentes una vez frio y en condiciones de esterilidad, en una campana de flujo

laminar.
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4.2.1.3 Hemina

Se preparé a una concentracién de 50 mg/ml en una mezcla de trietanol
amina-agua desionizada 1:1. Se esterilizé con un filtro NALGENE 0.45 pum en una

campana de flujo laminar.

4.2.1.4 PBS

NaCl 8.00 g
KCI 0.20g
Na,HPO, 144 g
KH,PO, 0.24 g
Agua destilada 1000 ml

Los componentes fueron disueltos en el agua destilada, y se ajusté el pH a 7.2.
Se esteriliz6 en autoclave a 20 P.c.16 1.4 cm? por 30 min. Se guard6 a temperatura

ambiente.

4.2.1.5 Solucion fijadora

Se prepar6 una disolucién al 10% de formaldehido en una disolucién

amortiguadora de fosfato salino (PBS).

4.2.1.6 Mantenimiento de la cepa

Los organismos fueron mantenidos en medio axénico (LIT) en frascos FALCON

de 25 cm?a 28°C y subcultivados cada tercer dia.
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4.2.2 METODOLOGIiA BIOLOGICA
4.2.2.1 IMPLEMENTACION Y VALIDACION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO

Para determinar el efecto de los compuestos en el crecimiento de 7. cruzi
se procedié a establecer la curva de crecimiento normal de la cepa. Se tomaron
células de un cultivo de 3 dias, la concentracién inicial de microorganismos para
la curva fué de 5 X 10° cel/ml en 4 ml de medio de cultivo LIT, en tubos PYREX

con tapé6n de rosca de 14 ml e incubados a 28°C.

El conteo se hizo con una dilucién de 1:10 (450 pl de formaldehido y 50
ul de cultivo) de esta dilucién se tomaron 10 ul con una micropipeta (GILSON) y

se deposité en la cdmara de Neubauer.

La cuenta se realiza utilizando los 16 cuadros localizados sobre las

diagonales de la cdmara (fig. 12).

Fig. 12 Camara de Neubauer
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El No. total de células presentes en un mililitro de cultivo se obtiene
mediante la férmula:
N=nX10X 1000 X fd
donde:
n = No. de células contadas

fd = Factor de dilucién

Al mismo tiempo del conteo se hicieron lecturas de los cultivos en un
espectrofotdmetro a 580 nm. El ensayo se hizo por triplicado diariamente (cada 24
hrs)

4.2.2.2 BIOENSAYO

4.2.2.2.a. Prueba de solubilidad en DMSO de los compuestos

Como se requeria de medios de cultivo de base acuosa fue necesario realizar
pruebas de solubilidad de los compuestos, debido a que estos no son solubles en
agua. La prueba se realizé con DMSO un disolvente probado y recomendado, por su

baja toxicidad, para este tipo de ensayos.
La prueba consisti6é en encontrar la minima cantidad de disolvente que no sea

tan téxico para el organismo y que sea suficiente para disolver el compuesto en el

medio de cultivo LIT.
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4.2.2.2b Prueba de toxicidad de DMSO sobre Trypanosoma cruzi

Para determinar la concentracién adecuada de DMSO que permitiera disolver
los compuestos activos en el medio LIT sin afectar el crecimiento de 7. cruzi, se

realizaron ensayos con diversas concentraciones de dicho disolvente.

Para este ensayo, se tomaron células de un cultivo de tres dias, se inicié con
una concentracién de 5 X 10° cel/ml, en 4ml de medio LIT, en tubos PYREX con tap6n
de rosca de 14 ml e incubados a 28°C. EI DMSO se adicion6é a estos cultivos, en

donde se probaron las siguientes concentraciones: 2% y 1% v/v.

Para contar con un patrén de comparacién que permitiera evaluar el efecto del
disolvente, se realizé paralelamente una prueba control con el medio de cultivo LIT y
la misma concentracién de células, pero sin DMSO. ElI ensayo se realiz6 por

triplicado, diariamente se hizo conteo y lectura para observar su comportamiento.

4.2.2.2. ¢. Actividad tripanocida de los compuestos

Una vez establecidas las condiciones de trabajo del ensayo control y de la
concentracién 6ptima del disolvente, se procedié a iniciar los experimentos con los

compuestos problema.

Los ensayos fueron realizados con inéculos a una concentracién de 5 X10°
células/ml provenientes de un cultivo de tres dias en 4ml de LIT, en tubos PYREX con
tapén de rosca de 14 ml. Se eligi6 el tercer dia porque en este dia el cultivo se
presenta en la fase logaritmica de la curva de crecimiento, lo cual significa que los

microorganismos se encuentran en condiciones 6éptimas de desarrollo, es decir :
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1) En esta fase se sintetiza nuevo material celular,

2) La masa aumenta exponencialmente

Los compuestos (resina, &cido pimdérico, mezcla de &cido diterpénicos y
longifoleno) fueron probados en las siguientes concentraciones: 200 pg/ml, 150
pg/ml, 100 pg/ml y 50 pg/mi ; el éster metilico del dcido dehidroabiético se prob6
s6lo a la concentracién de 200 pg/ml debido a la poca cantidad que se obtuvo del
compuesto. Se wusaron como controles positivos NIFURTIMOX, y 4&cido 7a-
hidroxisandaracopimaérico (7a-hsp), este Gltimo en estudios anteriores resulté activo

en la cepa C4.

Los ensayos fueron realizados por triplicado, con ensayo control cultivo en LIT
y cultivo en LIT y disolvente (DMSOQO), se leyé la absorbancia de los tubos en un
espectrofotémetro y se observé la morfologia de los pardsitos en un microscopio

invertido, diariamente(cada 24 hrs).

Para determinar el efecto tripanocida de los compuestos, se tomaron en cuenta
los pardmetros observables en los microorganismos en cultivo como son: movilidad,
morfologia, formacién de roseta y porcentaje de inhibicién de crecimiento o de lisis de

los microorganismos en cultivo, dependiendo de la actividad de los compuestos.
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5. RESULTADOS

5.1 PARTE QUIMICA

COMPUESTOS AISLADOS Y PROBADOS EN ENSAYO TRIPANOCIDA

Longifoleno

Peso Molecular: 204
Férmula Molecular: CysHa4

Ac. pimarico
Peso Molecular; 302
Férmula Molecular: CH3¢0,

| Ester metilico del

Z acido
dehidroabiético
%, Peso Molecular: 316
COzCH3 Férmula Molecular: C,H;,0,

Mezcla de acidos diterpénicos

1

\:zmx

\—/
>_

%
CO,H COzH

Ac. pimarico Ac. isopimarico Ac. dehidroabiético
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5.2 PARTE BIOLOGICA

5.2.1 IMPLEMENTACION Y VALIDACION DE LA CURVA DE
CRECIMIENTO

En la implementacion de la curva de crecimento de la cepa “Y” se observo que el
crecimiento de las poblaciones del parasito describe una curva sigmoidal la cual se divide
" en 2 fases: logaritmica (95-99% epimastigotes) y estacionaria (presenta un porcentaje de

organismos con morfologia variable).

En la grafica 1 se muestra la curva de crecimiento de la cepa “Y”, donde se
detalla qué estadio celular del parasito se observa normalmente en cada fase. Y en la
grafica 2 es la curva de crecimiento por método espectrofotométrico donde se observa
una curva muy parecida a la curva de crecimiento de método por conteo en camara de
Neubauer

La curva por conteo se extrapolé con la de espectrofotometria para encontrar la

relacion absorbancia - No. de células (grafica 3).

5.2.2 PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

La solubilidad de los compuestos se obtuvo, empleando una concentracion final de
DMSO al 1%.

5.2.3 PRUEBA DE TOXICIDAD

De acuerdo a la grafica 4 se determiné que la concentracién final dptima del
disolvente fue de 1%, ya que con este porcentaje se observé una curva de crecimiento

muy parecida a la curva control del parasito.
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Grdfica 3
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Gréfica 4

Curva de toxicidad de DMSO
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5.2.3 ACTIVIDAD TRIPANOCIDA DE LOS COMPUESTOS

La actividad tripanocida de los compuestos (Resina, acido pimarico, mezcla de
acidos diterpénicos, longifoleno) a diferentes concentraciones se muestran en las
graficas 5,6,7y 8

A la concentracién de 200 ug/ml la resina y el longifoleno tuvieron actividad sobre
el parasito en 1 hr. ocasionando lisis total y parcial respectivamente, asi como el acido
pimarico y la mezcla, aunque en estos dos ultimos compuestos la lisis total se presenté en
2hrs. Con el acido dehidroabiético el 100% de inhibicion de crecimiento se obtuvo desde
el dia 1 (24hrs), las células tenian movimiento lento y deformidades; presentandose la
lisis total hasta el dia 2 (48hrs). Con Nifurtimox el 100 % de inhibicion de crecimiento con
lisis total se presento en el dia 1, y con el acido 7o hidroxisandarocopimarico (7a-hsp) el
100% de inhibicion de crecimiento se presentaba desde el dia 1, sin embargo, la
movilidad y la morfologia de los parasitos eran normales sin presentarse lisis total durante

el seguimiento del ensayo (grafica 5).

La resina, el longifoleno, el &cido pimarico y la mezcla provocaron 100% de
inhibicién con lisis total en el dia 1 en la concentracion de 150 mg/ml, al igual que
Nifurtimox, en cambio el 7a-hidroxisandaracopimarico tuvo una inhibicién del 50 % y su

morfologia y movimiento fue normal durante los 3 dias (72 hrs) del registro (grafica 6).

Con la concentracién de 100 pg/ml, la resina y el longifoleno provocaron 100% de
inhibicién de crecimiento, presentando células lisadas y células sih movimiento y con lisis
parcial respectivamente. Con el acido pimarico y con la mezcla la inhibicion de
crecimiento fue de 89 %, aunque la morfologia y el movimiento de los parasitos eran
iguales a los del control. Con el Nifurtimox el 100 % de inhibicion de crecimiento fué el
dia 1, presentandose la lisis total hasta las 48 hrs; en cambio el acido 7a

hidroxisandaracopimarico presenté una inhibicion de crecimiento menor del 40% en
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A una concentracion de 50 pg/ml no hubo lisis celular, excepto con Nifurtimox que
se presenta a las 48 hrs. Los compuestos que ocasionan un porcentaje de inhibicién de
crecimiento significativo son la resina y el longifoleno, los otros compuestos se

comportaron muy parecidos a la curva de crecimiento control LIT-DMSO (grafica 8).

ESTRUCTURA DEL CONTROL POSITIVO
0 o A % /0
2 \N/ N: S\
D8 WA

CH;
NIFURTIMOX

ESTRUCTURA DEL COMPUESTO TRIPANOCIDA (cepa C4) AISLADO DE
Salvia microphylla

7a-Hidroxisandaracopimarico

54



PROMEDIO DE LAS LECTURAS DE CURVAS DE CRECIMIENTO CON COMPUESTOS A 200 mg/ml
Referido a la absorbancia 580 nm

COMPUESTOS DIAS OBSERVACIONES

0 1 2 3 4
cC 0.09] 0.15] 0.29] 0.53] 0.56
DMSO 1% 0.09] 0.14] 0.26] 0.51] 0.55
yfmmmox 0.09] 0.05] 0.05] 0.05] 0.05]| 24 horas células sin movimiento y lisis parcial
7a-hsp 0.09| 0.06] 0.05| 0.05/ 0.05|Durante el bioensayo movimiento lento y morfologia normal
Mezcla 0.09( 0.03| 0.02] 0.00] 0.00{2 horas lisis total
Ac.pimédrico 0.09] 0.02] 0.01f 0.00] 0.00|2 horas lisis total
Longifoleno 0.09] 0.05] 0.04] 0.04] 0.04]1 horas lisis parcial y hay células sin movimiento
Dehidroabiético 0.09] 0.03] 0.03] 0.03] 0.02|En 24 hrs. habian células deformes, lisis total 48 horas
Resina 0.10] 0.01] 0.01] 0.01] 0.01|1 horas lisis total

Grdfica 5

Toxicicidad de compuestos resinicos a 200 pg/ml
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PROMEDIO DE LAS LECTURAS DE CURVAS DE CRECIMIENTO CON COMPUESTOS A

Absorbancia §80nm
o
8

150pm/ml
Referido a la absorbancia 580 nm_
COMPUESTOS DIAS OBSERVACIONES
1 2 3
cC 0.09 0.16] 0.28] 0.53
I_J_MSO 1% 0.09] 0.13] 0.26] 0.51
Nifurtimox 0.09] 0.05| 0.06] 0.06/48 horas. células sin movimiento, lisis parcial
7 a- hsp 0.09] 0.11| 0.10{ 0.10|Del dia 1-4 movimiento y morfologia normal, sin divisién celular]
Mezcla 0.09( 0.03] 0.00| 0.00] 24 horas lisis total
Ac.pimérico 0.09] 0.05] 0.00{ 0.00] 24 horas lisis total
Longifoleno 0.09| 0.04] 0.03] 0.03| 24 horas células sin movimiento
Resina 0.09 0.03] 0.00| 0.00] 24 horas lisis total
Grdfica 6

Toxicicidad de compuestos resinicos a 150 pg/ml
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| PROMEDIO DE LAS LECTURAS DE CURVAS DE CRECIMIENTO CON COMPUESTOS A 100 pg/ml
Referido a la absorbancia 580 nm

0.70

0.60

0.50

0.40

Absorbancia 680 nm

0.30

0.20

0.10

COMPUESTOS DIAS OBSERVACIONES
0 1 2 3 4
cC 0.09 0.19 0.42 0.65 0.71
DMSO 1% 0.09 0.18] 039 0.61 0.69
Nifurtimox 0.09] 0.09 0.07] 0.05] 0.04}48 horas células sin movimiento y lisis parcial.
7 a- hsp 0.09 0.16 0.29 0.47 0.65|Del dia 1-4 el crecimiento, morfologia y movimiento normal
Mezcla 0.09] 0.10] 0.11] 0.13] 0.17]Durante el bioensayo movimiento y morfologia
Ac.pimérico 0.09] 0.10 0.09] 0.09] 0.09] normal sin divisién celular
Longifoleno 0.09]  0.06] 0.05|  0.02] 0.02] 24 horas células sin movimiento
Resina 0.09 0.05 0.04 0.02 0.02] 24 horas lisis total
Grdfica 7
Toxicidad de compuestos resinicos a 100 pg/ml
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PROMEDIO DE LECTURAS DE LA TOXICIDAD DE COMPUESTOS RESINICOS A 50 pg/ml

Referido a la absorbancia 580 nm

COMPUEST DIAS OBSERVACIONES

0 1 2 3 4
cC 0.09| 0.14f 0.35 0.59] 0.63]
DMSO 1% 0.09] 0.13] 0.34] 0.56] 0.62
Nifurtimox 0.09) 0.09] 0.07] 0.07] 0.06}48 horas células sin movimiento y lisis parcial.
7 a- hsp 0.09 0.13] 0.31] 0.51] 0.55|Durante los 4 dias del seguimiento del bioensayo
Mezcla 0.09| 0.12) 0.30] 0.48] 0.54]sc encontraron las células con morfologia normal
Ac. Pimérico 0.09] 0.1 0.23] 0.38] 0.45|movimiento y division celular
Longifoleno 0.09] 0.09] 0.15] 0.24] 0.38]Durante el bicensayo la movilidad y morfologia fué
Resina 0.09] 0.09] 0.14] 0.20] 0.31}normal y casi no se present6 la divisién celular

Absorbancia 580nm

Grdfica 8
Toxicicidad de compuestos resinicos a 50 pg/ml
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PORCENTAJE DE INHIBICION DE CRECIMIENTO DIA 0 (2HRS)

50 pg/mi|100 pg/mi |150 pg/mi |200 pg/mi
cC 0 0 0 0
DMSO 1% 0 0 0 0
Nifurtimox 0 0 0 0
Ta-hsp 0 0 0 0
mezcla 0 0 0 100
Ac. pimarico 0 0 0 100
Ac. dehidroabiético 0 0 0 0
Longifoleno 0 0 0 100
Resina 0 0 0 100

PORCENTAJE DE INHIBICION DE CRECIMIENTO DIA 1 (24HRS) .
50 pg/m|100 pg/m {150 pg/m {200 pg/ml

cC 0 0 0 0

DMSO 1% 0 0 0 0

Nifurtimox 100 100 100 100
7 a-hsp 0 22 71 100
Mezcla 25 89 100 100
Ac.pimarico 50 89 100 100
Ac. dehidroabiético 4 ® 5 79
Resina 100 100 100 100
Longifoleno 100 100 100 100

PORCENTAJE DE INHIBICION DE CRECIMIENTO DIA 2 (48 HRS).
50 pg/mi| 100 pg/mi| 150 pg/mi| 200 pg/mi

cC 0 0 0 0

DMSO 1% 0 0 0 0

Nifurtimox 100 100 100 100
7 a-hsp 12 33 94 100
Mezcla 16 93 100 100
Ac.pimarico 44 100 100 100
Ac. dehidroabiético * " * 89
Resina 80 100 100 100
Longifoleno 76 100 100 100

PORCENTAJE DE INHIBICION DE CRECIMIENTO DIA 3 ( 72 HRS) .
50 pug/mi{ 100 pg/mi| 150 pg/mi| 200 pg/mi

CcC 0 0 0 0
DMSO 1% 0 0 0 0
Nifurtimox 100 100 100 100
7 a-hsp 11 27 98 100
Mezcla 17 93 100 100
Ac.pimérico 38 100 100 100
Ac. dehidroabiético n n ) 100
Resina 77 100 100 100
Longifoleno 68 100 100 100

*Concentraciones que no fueron probadas
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Grdfica 9
Porcentaje de inhibicién de crecimiento 2 Hrs

100

3828
BEERO0ON
eursay ouajojibuon
|
AR S s s 2|
ouaojBuoy Buisay
—_
g
0221qR0IpIYEP m 00NIPIqROIPIYRP
v Lk Y
-
3
oduewd "oy =) M ooupwid oy
™~ 0
4 (]
=] m"m :
BjoZawW wm BoZo
®
o o
2
dsy-e/ = dsy-e L
8
o
-
o
XOWRININ o XOWMNJIN
%} OSWa %} OSWa
o] 22
® 8 R 8 83 8§ 8 R 2 »° 8 8 8 R 8 B ¢ 8 R 2 °
wu 08g BIOURGIOSqY %

60

Compuestos




Grdfica 11
Porcentaje de inhibicién de crecimiento dia 2 (48 hrs)
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Grdfica 12
Porcentaje de inhibicién de crecimiento dia 3 (72 hrs)
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DISCUSION

Para el seguimiento del ensayo tripanocida de los terpenoides se usé el método
espectrofotométrico debido a que se tienen menos parametros de error que en el método

por conteo en camara de Neubauer.

Los compuestos empleados se usaron en las concentraciones recomendadas en la

literatura para este tipo de ensayos de determinacion de actividad biologica.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la resina y algunos de sus compuestos

tienen efecto tripanocida.

A la concentracion de 200 pg/ml se puede considerar que la resina, longifoleno,
acido pimarico y la mezcla son inclusive mas eficaces que el Nifurtimox, ya que la
actividad de los compuestos antes mencionados sobre el parasito fué lisis total en las dos
primeras horas del dia 0, mientras que con Nifutimox no habia actividad evidente en ese

tiempo.

La resina y los compuestos terpénicos antes mencionados resultaron ser también
eficaces a la- concentracién de 150 pg/ml comparados con el Nifurtimox, ya que este
farmaco provoca lisis parcial y células sin movimiento hasta el segundo dia, mientras que
con nuestros compuestos ya se mostraba la lisis total o células sin movimiento

(longifoleno) de T. cruzi desde el primer dia.

A las concentraciones de 100 pg/ml todavia encontramos actividad de los
compuestos terpénicos sobre el parasito, asi como la resina. En cambio a 50 pg/ml se
pueden diferenciar los compuestos con mejor actividad sobre 7. cruzi, ya que en estas

concentraciones el acido pimarico y la mezcla sélo inhiben el crecimiento por debajo del
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50%. En cambio longifoleno y la resina inducen mas del 50% de inhibicién de crecimiento
del parasito, mostrando casi la misma actividad que el Nifurtimox, aunque ademas, con la

resina las células se observan lisadas totalmente.

La resina fue la que presentd mayor actividad, probablemente debido al sinergismo
de los compuestos que contiene. La lisis que se presentd con ésta puede ser debido a la

presencia de los acidos diterpénicos en la resina.

De acuerdo con las observaciones en laminillas en el microscopio la actividad de
los compuestos diterpénicos de la resina, los cuales provocan lisis total a concentraciones
mayores de 150 ug/ml, podemos decir que éstas son substancias lipofilicas capaces de
ser incorporadas, en la membrana del parasito, y una vez incorporadas la membrana

puede verse perturbada por dichas substancias.

El longifoleno, un sesquiterpeno que representa el 40% de los componentes de la
resina, fue el segundo en actividad. AuUn cuando ocasiona el 100% de inhibicién, las
células se observaban sin movilidad y completas, por lo que suponemos que este

compuesto actia de manera diferente a los diterpenos antes mencionados.

El &cido pimarico a una concentracion de 200 pg/ml provoca lisis totalen 2 hrs y a
50 pg/ml, sélo inhibe el 50% del crecimiento. Podemos decir que su rango de actividad lo

tenemos de 200 pg/ml a 50 pg/mi.

El éster metilico del acido dehidroabiético, aunque sélo se probé a 200 pug/ml, no
tiene una actividad comparable a los otros compuestos, ya que la lisis total de
Trypanosoma cruzi se presentd hasta el tercer dia, presentando sin embargo, desde el

primer dia modificaciones en su citoesqueleto.
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La mezcla de los acidos ditérpenicos a 50 pg/ml no muestra gran actividad,
posiblemente debido a que el acido pimarico que es muy activo cuando esta puro, se
encuentra en menor proporcion en la mezcla. Por otro lado, el éster metilico del acido
dehidroabiético puro, muestra una actividad menor que la del acido pimarico y la actividad
del tercer componente, el acido isopimérico puro, no se determind, por lo cual seria
interesante aislar el acido isopimarico y ver su actividad sobre el parasito para ver su

influencia en la actividad de la mezcla .

El 4cido 7 - hidroxisandaracopimarico no tuvo actividad significativa o comparable
a los compuestos resinicos a las concentraciones probadas, aunque su estructura
quimica es parecida a la del acido pimarico. Esta diferencia en actividad probablemente
se deba a que el acido 7 a-hidroxisandaracopimarico tiene un grupo hidréxilo en el
carbono 7, el cual modifica la polaridad del compuesto, ademas la esteroquimica de los
sustituyentes del carbono 13 es diferente a la que presentan los sustituyentes del C-13
del acido pimdrico. A cualquiera de estas caracteristicas, o a ambas, podria atribuirse su

diferencia en actividad bioldgica.
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CONCLUSION

Del presente estudio se concluye lo siguiente :

B De la resina de Pinus oocarpa se obtuvieron los siguientes diterpenos : el acido
pimarico, el éster metilico del acido dehidroabiético y una mezcla que contiene
acidos diterpénicos (pimarico, isopimarico y dehidroabiético). Y un

sesquiterpeno (longifoleno).

B Se encontré que el rango de actividad de la resina, longifoleno, acido pimarico, y

la mezcla es de 50 pg/ml a 200 yg/ml.

B La mayor actividad la presentd la resina y el longifoleno, ain a una

concentracion de 50 pg/mi.

B Los compuestos aislados de la resina de Pinus oocarpa son igual o mas activos
que el Nifurtimox (farmaco téxico que se emplea para el tratamiento de la
Enfermedad de Chagas), pero suponemos que por ser de origen natural podrian

ser menos toxicos para el humano.
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