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Resumen:

La Leishmaniasis es una enfermedad endémica en mas de 98 paises en el mundo,
incluido el Ecuador. Esta enfermedad es causada por protozoarios del género Leishmania y
transmitidos por insectos fleb6tomos. Se puede tratar con medicamentos que incluyen
principalmente los antimoniales, aunque estas drogas causan muchos efectos adversos y
resistencia. Banisteriopsis caapi es una planta tradicional de la Amazonia que contiene -
carbolinas. Esta planta es conocida por sus propiedades psicoactivas y su uso en rituales
religiosos por comunidades indigenas. Estudios previos han demostrado que las B-carbolinas
presentan actividad anti-trypanosomal, sin embargo existe limitada informacion de la actividad
antiparasitaria de las B-carbolinas de B. caapi. En ese contexto, el objetivo de este trabajo fue
determinar la actividad leishmanicida de las B-carbolinas de B. caapi in vitro contra dos especies

de Leishmania, L. mexicana y L. infantum.

Para ello, se determiné la concentracion inhibitoria media (ICso) del extracto de B. caapi
en promastigotes de Leishmania spp. usando el método colorimétrico MTT. La concentracion
citotoxica media (CCsp) se analizo en macrdfagos J774.Al utilizando la misma metodologia y a
partir de esos datos se obtuvo el indice de selectividad (IS). Ademas, se evaluo la fragmentacion
del ADN, mecanismo propuesto para las B — carbolinas, mediante ensayo cometa y la induccion

de apoptosis mediante tincion diferencial naranja de acridina / bromuro de etidio.

Los resultados mostraron que el extracto tiene un efecto inhibitorio in vitro sobre el
crecimiento de promastigotes de L. mexicana (ICso = 39.7 uM) y L. infantum (ICso = 155.5 uM.),
pero también afecta el crecimiento de los macrofagos murinos J774.A1 (CCso = 14.75 uM),

mostrando un bajo IS. Asimismo, se determind que el extracto de B. caapi, ocasiona dafio en el
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ADN e induce la via de apoptosis. En conclusion, el extracto de B. caapi inhibe el crecimiento de

promastigotes de Leishmania spp. in vitro.

Palabras clave: leishmaniasis, Banisteriopsis caapi, 1Cso, CCso, apoptosis.
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Abstract

Leishmaniasis is an endemic disease in more than 98 countries in the world, including
Ecuador. This disease is caused by protozoa of the genus Leishmania and transmitted by sandfly.
It can be treated with drugs like antimonials, but these cause adverse effects and resistance.
Banisteriopsis caapi is an Amazonian plant that contains f3-carbolines. This plant is known for its
psychoactive properties and used by indigenous communities in ritual ceremonies. Studies have
shown that B-carbolines have anti-trypanosomal activity; however there is limited information
about the antiparasitic activity of B-carbolines from B. caapi. In this context, the goal of this
work was to determine the in vitro leishmanicidal activity of B. caapi against two Leishmania
species, L. mexicana and L. Infantum.

In this study, the 50% inhibitory concentration (I1Cso) of B. caapi extract in promastigotes
of Leishmania spp. was obtained by the colorimetric MTT assay. The 50% cytotoxic
concentration (CCsp) was analyzed in macrophage cell Line J774.A1 using the same assay. The
selectivity index (SI) was obtained from these data. Furthermore, the DNA fragmentation, a
mechanism of B-carbolines, was evaluated by comet assay and the apoptosis induction by
acridine orange / ethidium bromide differential staining.

These results indicated that B. caapi extract has an inhibitory in vitro effect on the growth
of promastigotes of L. mexicana (ICsp = 39.7 uM) and L. infantum (ICso = 155.5 puM), but also
its affects the growth of J774.A1 (CCso = 14.75 uM), getting a low Sl. In addition, we found that
B. caapi extract causes DNA damage and induces the apoptosis pathway. In conclusion, B. caapi

extract inhibits the in vitro growth of promastigotes of Leishmania spp.

Keywords: leishmaniasis, Banisteriopsis caapi, ICso, CCso, apoptosis.
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1. INTRODUCCION

La Leishmaniasis, comunmente conocida como sarna brava, es una enfermedad endémica
en mas de 98 paises en el mundo. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha incluido a la
leishmaniasis dentro del grupo de enfermedades tropicales desatendidas (OPS/OMS, 2019).
Segun el informe epidemioldgico de las Américas del 2019, la leishmaniasis cutdnea (LC) y
mucosa (LM) se report6 en 17 paises endémicos del continente americano. En Ecuador, en el afio
2018, se reportaron 1232 casos de leishmaniasis cutanea (OPS/OMS, 2019) a nivel nacional.

Los protozoarios intracelulares del género Leishmania, causantes de la leishmaniasis, son
transmitidos por moscas del género Lutzomyia en América (Arrivillaga-Henriquez et al., 2017).
En el Ecuador, las especies identificadas como agentes causales de leishmaniasis cutanea y
mucocutanea humana, incluyen: Leishmania (Leishmania) mexicana, L. (L.) amazonensis, L. (L.)
major-like, L. (Viannia) guyanensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.) naiffi, y L.
(V.) lainsoni (Kato et al., 2016). L. infantum, estd asociada a leishmaniasis visceral y es muy
prevalente en perros, por lo que supone un riesgo para los humanos en contacto con los mismos,
aungue no ha sido reportada en Ecuador.

Este parésito se clasifica dentro de la familia Trypanosomatidae, clase Kinetoplastea,
reino Protista. Su ciclo de vida involucra a un insecto vector, y a un huésped mamifero; y
presenta dos morfologias celulares principales, promastigote y la amastigote. La forma
extracelular presente en el vector corresponde a la morfologia promastigote, que se caracteriza
por la forma alargada y un flagelo movil largo. Mientras que la forma amastigote se diferencia
por poseer un cuerpo celular mas pequefio y esférico con un flagelo corto e inmovil, y se
multiplica dentro de macrofagos y células del sistema reticulo endotelial en el huésped (Sunter &

Gull, 2017).


https://es.wikipedia.org/wiki/Trypanosomatidae
https://es.wikipedia.org/wiki/Kinetoplastea
https://es.wikipedia.org/wiki/Protista
https://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_reticuloendotelial

ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA IN VITRO DE Banisteriopsis caapi (B-CARBOLINAS)
CONTRA Leishmania spp.

En Ecuador se han identificado 13 especies como vectores o0 vectores potenciales de
leishmaniasis. La transmision es zoondtica conociéndose alrededor de 70 especies animales
como reservorios parasitarios, con preferencia alimentaria por la sangre derivada de aves y de
mamiferos (Arrivillaga-Henriquez et al., 2017). Los fleb4tomos se infectan al ingerir sangre que
contiene macréfagos infectados con amastigotes de Leishmania de un huésped mamifero
infectado. Factores como la especie de Leishmania, el huésped, entre otros, afectan al tipo de

leishmaniasis (CDC, 2020; Sunter & Gull, 2017).

Esta enfermedad se clasifica clinicamente en tres formas significativas que incluyen:
leishmaniasis visceral (LV), leishmaniasis mucocutanea (LM) y leishmaniasis cutanea (LC). La
LC se desarrolla lentamente a las pocas semanas de la inoculacion del parasito como lesiones
cutaneas singulares que pueden curarse espontaneamente, asi como lesiones maltiples dispersas
por el cuerpo (Elmahallawy et al., 2014). La LV constituye la forma mas grave de la enfermedad,
pudiendo ser mortal si no se trata y esta asociada a la especie L. donovani. Ademas, la
leishmaniasis dérmica postkala-azar (PKDL) es una complicacion del LV. La forma
mucocutanea se da cuando el protozoario se extiende a las membranas mucosas nasales,
desencadenando una reaccion inflamatoria excesiva que destruye los tejidos, lo que provoca una
mutilacion parcial o total de las membranas mucosas de la nariz, la boca y la garganta

(Elmahallawy et al., 2014; von Stebut, 2017).

El diagndstico de la leishmaniasis cutanea y mucocutanea se realiza microscopicamente
mediante la identificacidn directa de amastigotes de Leishmania spp. de frotis de lesiones tefiidos
con Giemsa. La sensibilidad de ésta puede incrementarse a 85% con la combinacién del cultivo
de las muestras (Elmahallawy et al., 2014). La deteccion de anticuerpos antileishmania es un

método poco usual en el diagnostico debido a que los anticuerpos presentan bajos titulos dado la

6
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pobre respuesta humoral (Elmahallawy et al., 2014). En el caso del diagndstico de leishmaniasis
visceral, las pruebas de laboratorio incluyen las mencionadas anteriormente pero la obtencion de
la muestra es diferente. Para microscopia y cultivo, las muestras utilizadas son aspirados
esplénicos o de médula dsea, ademas de biopsias de higado y ganglios linfaticos, y capas
leucociticas de sangre periférica. En este tipo de leishmaniasis existe respuesta humoral, por lo
que las pruebas serologicas pueden emplearse en el diagnostico. Para los tres tipos de
leishmaniasis los métodos moleculares basados en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
son las principales técnicas de diagnostico debido a su alta sensibilidad y especificidad, sin
embargo debido a su costo no son utilizadas en el diagnostico de rutina en paises en desarrollo

(Galluzzi, Ceccarelli, Diotallevi, Menotta, & Magnani, 2018)

El tratamiento de la leishmaniasis se puede realizar tanto a nivel local como sistémico,
dependiendo del estado inmunologico del paciente, de los hallazgos locales, y de la especie de
Leishmania causante. Los estudios indican que existe poca evidencia confiable para la mayoria
de los procedimientos locales (terapia de calor o terapia fotodinamica) (von Stebut, 2017). Los
antimoniales pentavalentes son las drogas de eleccion para el tratamiento sistémico de las
leishmaniasis cutdnea y mucosa (OPS, n.d.). Otras opciones para la terapia de esta enfermedad
incluyen isotionato de pentamidina, la miltefosina, la anfotericina B y la anfotericina B
liposomal (OPS, n.d.). A pesar que se han disefiado varias vacunas para la leishmaniasis, éstas no
han tenido eficacia notable (Ghorbani & Farhoudi, 2018), por lo que actualmente no existen

vacunas disponibles para el control y prevencidn de esta enfermedad (OPS, n.d.).

Sin embargo, los medicamentos sistémicos presentan graves efectos adversos como
pérdida de apetito, dolor abdominal, fatiga, nduseas, entre otros y no son recomendados en

personas con problemas hepaticos, cardiacos o insuficiencia renal (Rottini et al., 2019). Por otro

7
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lado, hay investigaciones que demuestran que actualmente en poblaciones de la India existe

resistencia a los medicamentos antimoniales (Ponte-Sucre et al., 2017).

Los productos naturales de plantas han sido tradicionalmente utilizados como drogas o en
el desarrollo de medicamentos (Kimani, Matasyoh, Kaiser, Brun, & Schmidt, 2017). La planta
Banisteriopsis caapi, conocida cominmente como yajé, es una planta tradicional de la Amazonia
conocida por sus propiedades psicoactivas siendo utilizada por los chamanes indigenas, en las
ceremonias de ayahuasca, con fines de comunicacion espiritual, experiencias magicas, sanacion
y rituales religiosos en paises de América del Sur. La corteza de esta planta contiene
betacarbolinas que son alcaloides inddlicos triciclicos. Estos compuestos representan del 0.05%
al 1.95% del peso seco de la planta de B. caapi y se encuentra en mayor concentracion en

semillas y raices que en tallos y hojas (Hamill, Hallak, Dursun, & Baker, 2019).

Los estudios de la planta B. caapi se han centrado principalmente en su potencial uso
terapéutico. Las B-carbolinas presentes en esta planta han mostrado estimular la neurogénesis in
vitro y la modulacién de la plasticidad del cerebro (Santos et al., 2020). No se han encontrado
investigaciones que estudien la actividad anti-Leishmania de las B-carbolinas presentes en la
planta B. caapi. Sin embargo, existen varios estudios sobre estos compuestos, obtenidos
mediante sintesis quimica, donde se demuestra su actividad leishmanicida contra promastigotes y
amastigotes de L. infantum en ensayos in vitro (Ashok, Chander, Smith, & Sankaranarayanan,
2018) (Ashok, Chander, Tejeria, Garcia-calvo, & Bala, 2016). Por otro lado, un estudio de las -
carbolinas obtenidas de otra especie de planta, Geissospermum vellosii, mostré que el alcaloide
es mas selectivo que la anfotericina B y que presenta mayor actividad anti-Leishmania (Patrick et

al., 2019).
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Por todo lo anteriormente expuesto, el presente trabajo se plante6 evaluar la actividad
antiparasitaria del extracto de B. caapi sobre dos cepas de Leishmania, L. mexicana y L.
infantum. Se analiz6 el efecto del extracto sobre la viabilidad de promastigotes de ambas
especies, mediante el método de MTT. También se evalud el efecto del extracto sobre las células
diana de los paréasitos empleando la linea murina de macrdfagos J774.1 sin infectar e infectados
por amastigotes de Leishmania. A partir de estos analisis se calculé la ICso para promastigotes y
la CCso para macrofagos, pudiendo estimar el indice de selectividad (IS) de nuestro extracto.
Ademas, se evalu6 el dafio al ADN provocado por el extracto mediante ensayo cometa asi como

la apoptosis inducida por el extracto rico en (3 — carbolinas.

HIPOTESIS
El extracto de B. caapi rico en 8 — carbolinas posee efectos leishmanicidas e induce dafio

al ADN provocando apoptosis.

OBJETIVO GENERAL
Determinar la actividad antiparasitaria de las p-carbolinas de Banisteriopsis caapi contra

Leishmania spp. a nivel in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Calcular el indice de selectividad (IS) de las B-carbolinas obtenidas de la planta B. caapi,

mediante la relacion de la concentracion citotoxica y la inhibitoria media (CCso/ICsp).

2. Evaluar el dafio de ADN en células expuestas al compuesto B-carbolinas a nivel in vitro

mediante el ensayo cometa.
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3. Determinar apoptosis por microscopia de fluorescencia de células expuestas a las f-

carbolinas.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

Todos los equipos, los materiales fungibles y no fungibles, asi como los reactivos y

medios de cultivo fueron suministrados por la Universidad Internacional SEK (UISEK) vy el

Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE:

Tablas 1, 2,3y 4.

Tabla 1. Equipos

Equipo Modelo Marca

Cabina de flujo laminar Miniflow 120 Instrulab Q
Cabina de Bioseguridad |1 AC2 - 452 ESCO
Microscopio binocular CX-21 Olympus
Microscopio Invertido MCX51 Micros Austria
Microscopio de fluorescencia IX53 Olympus
Centrifuga XC-2450 Premiere
PHmetro ORION STAR Al11 ThermoScientific
Balanza analitica BAS31PLUS Boeco

Bomba al vacio R-300 BOECO

Lector de microplacas Multiskan Sky / Go ThermoScientific
Camara de electroforesis horizontal Bio-Rad
Refrigeradora 2015KLXB Durex
Ultracongelador vertical -80 °C MDF Panasonic

10
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Ultracongelador vertical -20 °C WUF-80 WISD
Autoclave 25X-1 All American
Incubadora Memmert
Incubadora CO2 MCO-18AC Panasonic
Tabla 2. Reactivos

Nombre Foérmula Casa Comercial
Metanol CH4O Fermont
Hidrdxido de sodio 100% NaOH Merck

Acido clorhidrico 2% HCI Merck

Cloruro de sodio 10% NaCl J. T. Baker
Bicarbonato de sodio 99.7% NaHCO3

Cloruro de calcio dihidratado 99.0% CaCl,-2H.0

Ampicilina 100 mg/mi Ci16H19N304S

Dimetilsulféxido (DMSO) 99.9% (CH3)2SO

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)  CioH1sN2Na,0s-2H;0

sal disodica dihidrato >99.5

Tris base >99.9% NH2C(CH20H)3

Triton X-100 C14H220(C2H40)s (n=9-10)

Bromuro de Etidio Ca1H20BrNs Sigma-Aldrich

Naranja de Acridina

Suero fetal bobino inactivado

Agarosa LE grado analitico
Agarosa de punto bajo de fusion (LMP)
SYBER Green 10.000 X

Anfotericina B

C17H19N3-HCI

Eurobio scientific
(CVFSVF06-01)
Promega (V3121)
Promega (V283A)
Invitrogen (S7563)
Sigma-Aldrich (A2942)

11
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Tabla 3. Medios de cultivo.

Medio de Cultivo Casa comercial
Medio de cultivo de insectos Schneider’s Drosophila Sigma Aldrich, S9895
Medio Dulbecco’s Modified Eagle - DMEM Gibco, 12100046

Tabla 4. Soluciones

Soluciones Composicién

Solucion de lisis 2.5 M NaCl, 0.1 M EDTA, 10mM Tris, 0.6% DMSO, 0.5%
Triton X-100, NaOH, pH 10

Solucion de Electroforesis 1 mM EDTA, 0,3 M NaOH, pH>13

Solucion de neutralizacion 0,4 M Tris, pH 7.5

Tampon fosfato salino (PBS) 0.138 M NaCl, 3 mM KCI, 8.1 mM NazHPOg4, 1.5 mM
KH2PO4, pH=7.4

Tampon TBE (Tris — borato — 108 g de Tris, 55 g de &cido borico, 9.3 g de Na2EDTA, 1

EDTA) 10X litro de agua destilada

2.2. METODOS

2.2.1. Elextractoy la planta

El material vegetal fue proporcionado por la empresa BIOX colaboradora de este trabajo.
El extracto objeto de estudio fue obtenido y caracterizado por estudiantes de la Universidad
Internacional SEK segun lo descrito por Perez-Marvit & Arisqueta (2020). Brevemente, los
tallos previamente secos y molidos de B. caapi se maceraron en metanol seguido de una
acidificacion y basificacién con sus respectivos filtrados, extraccion liquido — liquido con

cloroformo y concentracion mediante rotavapor. El extracto, en un volumen final de metanol

12
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apropiado, se almaceno a -80 °C hasta su analisis y evaluacién bioldgica. La presencia / ausencia
de harmina, asi como su cuantificacion se realizé mediante HPLC de fase reversa tal y como
describen Wang et al. (2010) empleando una recta patrén de harmina comercial. Este alcaloide

presentd una concentracion de 47.5 mM.

2.2.2. Cultivo de Leishmania spp.

2.2.2.1.  Multiplicacion y mantenimiento de las células

Las especies de Leishmania, L. mexicana y L. infantum, fueron donadas por el Centro
Internacional de Zoonosis (ClZ) de la Universidad Central del Ecuador. Los promastigotes
fueron mantenidos en frascos de cultivo celular de 25 c¢cm? conteniendo 10 mL de medio
Schneider’s Drosophila, suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado (FBS) méas 100
ug/mL de ampicilina (Duque, Corredor, Montilla, & Peldez, 1992; Koutsoni, Karampetsou, &
Dotsika, 2019). La temperatura de cultivo fue de 26 °C (Andrade et al., 2016; Nacional et al.,
2017; Nasr, 2020). Los parésitos se subcultivaron en medio fresco al tercer 6 cuarto dia de
cultivo. La dosis de indculo para los subcultivos de promastigotes de Leishmania spp. fue de

aproximadamente 2.0 x 10° parasitos/mL.

2.2.2.2. Curva de crecimiento de Leishmania spp.
L. mexicana y L. infantum se cultivaron en tubos conicos estériles de 50 mL conteniendo
10 mL de medio Schneider’s Drosophila suplementado con 15% de FBS inactivado mas 100
ug/mL de ampicilina. ElI nimero de promastigotes de Leishmania spp. por mililitro (mL) se
determiné utilizando una camara Neubauer en un microscopio éptico. En ambas especies se
realizaron diluciones apropiadas de los cultivos y se fijaron con formalina al 2% (v/v) antes del
conteo. Este procedimiento se realizd por 5 dias cada 24 horas. El calculo del nimero de
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promastigotes se realizé empleando la siguiente formula:

# parasitos x 10.000 x factor diluciéon
4

Concentraciéon (ParéSitOS/ml) =

2.2.3. Evaluacién in vitro del efecto del extracto de B. caapi sobre la viabilidad de
Leishmania spp. mediante MTT

Los promastigotes de L. mexicana y L. infantum se cultivaron en frascos de cultivo de 25
cm? conteniendo 10 mL de medio medio Schneider’s Drosophila suplementado con 10 % de
FBS inactivado y 100 ug/mL de ampicilina a 26 °C. Los parasitos en fase de crecimiento-
estacionaria (tercer al cuarto dia) se cuantificaron utilizando una camara Neubauer, tal y como se
describe mas arriba.

En una placa estéril de 96 pocillos de fondo plano se cultivaron 1 x 10% y 1.35 x 10°
promastigotes por pocillo de L. mexicana y L. infantum, respectivamente, en un volumen final de
80 uL de medio Schneider’s Drosophila suplementado. El extracto de B. caapi en
concentraciones crecientes se afiadio a los pocillos, disueltos en el propio medio suplementado
méas metanol, en un volumen de 20 ul. Asi cada pocillo contenia 100 pL incluyendo el namero
apropiado de células, 2% metanol y concentraciones crecientes del extracto. Cada punto de
concentracion fue evaluado por triplicado en tres experimentos independientes. Tomando la
harmina como referencia, Unico alcaloide cuantificado en los extractos, las concentraciones
evaluadas fueron de 23.8 a 180 UM de este compuesto para L. mexicana y de 23.8 a 356.3 uM
para L. infantum.

Siguiendo el esquema de la Figura 1, como control positivo (C+) se utilizé anfotericina

B, 5.0 ng/mL y 2.0 pg/mL por pocillo, para L. mexicana y L. infantum, respectivamente. Se
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incluyeron dos controles negativos, promastigotes cultivados solo en medio Schneider’s
Drosophila (A) y promastigotes cultivados en medio Schneider’s Drosophila con metanol al 2%
sin extracto (C-). Adicionalmente, se introdujo un cuadruplicado de solo medio suplementado sin

parésitos para ser utilizado como blanco (B).
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Figura 1. Disefio de placa para ensayo MTT del extracto de B. caapi en promastigotes de Leishmania spp. A:
control negativo sin metanol; C-: control negativo con 2% de metanol; C+: control positivo (anfotericina B);
Extracto C1- C8: concentraciones crecientes del extracto de B. cappi; B: blanco (medio de cultivo sin parésitos).

Las placas se incubaron a 26 °C durante 72 horas (Alves et al., 2017; Nasr, 2020). Tras la
incubacion, se afadieron 10 pL de una disolucion 5 mg/mL de MTT (bromuro de 3- (4, 5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazolio) y la placa se incub6 durante tres horas a 26 °C (Dutta,
Bandyopadhyay, Mandal, & Chatterjee, 2005). Los cristales de formazan formados por las
celulas viables se disolvieron en 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO). La lectura se realiz6 en un
espectrofotometro de placas Multiskan Thermo Fisher a 570 nm y 630 nm. Cuantas mas células

viables hay en el pocillo mayor es el valor de absorbancia a 570 nm. Por tanto, los valores
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promedio de las absorbancias de los controles negativos representaron el maximo crecimiento
(100%) y 0% de inhibicion. Con ese dato como referencia, se pudo determinar el porcentaje de
crecimiento e inhibicion para cada concentracion del extracto analizada (Koutsoni et al., 2019) v,
a partir de ahi, determinar la ICso como la concentracién en la que se produce una inhibicion del

50% del crecimiento.

2.2.4. Evaluacion in vitro del efecto del extracto de B. caapi sobre la viabilidad de

macrdfagos J774.A1 mediante ensayo MTT

El efecto del extracto de B. caapi sobre el crecimiento y la viabilidad de los macréfagos,
las células diana de Leishmania, se evalud in vitro mediante el ensayo MTT, en la linea murina
J774.A1 (ATCC, TIB-67™), de manera similar a como se hizo para los promastigotes de
Leishmania spp. Estos procedimientos se realizaron en los Laboratorios de Inmunologia y
Virologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas (ESPE), siguiendo los protocolos
establecidos.

Los macréfagos J774.A1. se cultivaron en un frasco de cultivo de 75 cm? en medio
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) suplementado con 10% de FBS a 37 °C a 5.0%
de CO.. Se incubaron hasta que las células alcanzaron una confluencia mayor al 90%. Las
células se lavaron dos veces con PBS vy se levantaron utilizando un raspador de células. EI conteo
de células viables se realiz6 en una cAmara Neubauer por exclusion de azul de tripan.

En placas de 96 pocillos estériles, se cultivaron 5000 células J774.Al por pocillo, en un
volumen final de 100 uL de medio DMEM suplementado con suero fetal bobino. Se incubaron
por 24 horas a 37 °C en atmosfera de 5.0% de CO.. Se removié el medio y se afiadieron
concentraciones crecientes del extracto de B. caapi disuelto en DMEM fresco suplementado con

10 % de FBS y metanol al 2%. Tomando como referencia la harmina, Unico alcaloide
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cuantificado, el extracto se afiadi6 a concentraciones de 1.5 a 356.3 uM de este compuesto.
Como control positivo (C+) se utilizd cloruro de cobalto (CoCly) a 400 uM. Se incluyeron dos
controles negativos, células solo en medio (Cnl) y células en medio con metanol al 2% (C-).
También se incorporaron pocillos con medio sin presencia de células para ser utilizado como

blanco (B), como se indica en la Figura 2.
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Figura 2. Disefio de placa para ensayo MTT del extracto de B. caapi sobre macréfagos J774.A1 durante 24,
48 y 72 horas. B: blanco (medio sin células); Cn1l: control negativo sin metanol; C+: control positivo (Cloruro de
cobalto 400 uM); C-: control negativo mas 2% de metanol; Extracto C1- C6: concentraciones crecientes del extracto
de B. cappi. h: horas.

Las placas se incubaron a 37 °C, atmosfera al 5.0% de CO., durante 24, 48 y 72 horas.
Tras cada periodo de incubacion, la viabilidad se determiné mediante el ensayo colorimétrico de
MTT. Se afiadieron 10 uL de MTT (5mg/mL) vy la placa se incub6 por cuatro horas a 37°C en

5.0% de COs.. Los cristales de formazan se disolvieron en 100 uL de una solucion de 0.1M de

acido clorhidrico y 10% (w/v) de dodecilsulfato sodico (SDS). La lectura se realizé a 570 nm y
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630 nm, en un espectrofotometro de placas Multiskan Thermo Fisher.

Al igual que en los promastigotes de Leishmania spp., el valor de absorbancia a 570 nm
permite determinar la viabilidad celular en cada pocillo: mientras mas células viables existen
mayor es el valor de absorbancia. Por tanto, los valores promedio de las densidades Opticas de
los controles negativos representaron el 100% de crecimiento y con ese dato como referencia, se

determinaron los porcentajes de viabilidad para cada concentracion del extracto analizada.

2.2.5. Ensayo Cometa

La metodologia del ensayo cometa se basd en los protocolos descritos por Morillo &
Torres, Speit & Hartmann y Boutet-Robinet et al. con modificaciones (Boutet-Robinet, Trouche,
& Canitrot, 2013; Morillo Balcazar & Torres Arias, 2020; Speit & Hartmann, 2006).

Preparacion de portaobjetos

Los portaobjetos, previamente desengrasados, se sumergieron en una solucién al 0.6%
de agarosa NMP (punto normal de fusion) en PBS durante 1 a 2 minutos. Se retir6 el exceso de
agarosa y se dejo secar a temperatura ambiente durante toda la noche. Siguiendo el proceso antes
descrito, se coloco una segunda capa de agarosa NMP (0.6%) en los portaobjetos, con la
diferencia de que el tiempo de secado fue de 30 minutos.

Preparacion de las células

En una placa de cultivo de 6 pocillos (P6) se sembraron 250.000 macrofagos J774.A1 por
pocillo en medio DMEM con 10% de FBS y se incub6 por 24 horas a 37 °C en 5% de CO..
Después, los macréfagos J774.Al se infectaron con 500.000 promastigotes de L. mexicana en
fase estacionaria temprana (Koutsoni et al., 2019). Para determinar el efecto del extracto de B.

caapi, éste se afiadio en una concentracion final de 40 uM (tomando la harmina como referencia)
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por pocillo, tanto para los macrdfagos infectados como para los macrofagos sin infeccion, como
se indica en la Tabla 5. El control consistié en macrofagos J774.A1, infectados / no infectados,
cultivados s6lo en medio DMEM suplementado. La placa se incubd por 48 horas a 37 °C y 5%

de CO..

Tabla 5. Descripcion de las muestras analizadas mediante el ensayo cometa.

Nro. Muestra Descripcion
1 Macréfagos no infectados (control) Células en medio DMEM
2 Macrofagos no infectados + tratamiento Células en medio DMEM con 40 uM

de extracto de B. caapi

3 Macrofagos infectados (control) Células infectadas con L. mexicana en
medio DMEM
4 Macrofagos infectados + tratamiento Células infectadas en medio DMEM

con 40 uM de extracto de B. caapi

Luego, se retird el medio de cultivo y se despegaron cuidadosamente los macrofagos
utilizando un raspador de células, y se re-suspendieron en medio DMEM con 10% de FBS.

Se mezclaron 20 pL de cada muestra con 160 pL de una solucién de agarosa LMP (punto
bajo de fusion) al 0.5% en PBS mantenida a 37 °C. De esta mezcla, se tomaron 80 uL y se
colocaron en el portaobjetos previamente tratado (como se explica mas arriba). Este portaobjetos
se cubrié con un cubreobjetos y se mantuvo a 4 °C por 20 minutos. Se retiré cuidadosamente el
cubreobjetos y se adicionaron 80 pL de agarosa LMP sobre las células. Se volvio a colocar un
cubreobjetos, dejandose solidificar a 4 °C por 20 minutos.

Lisis y electroforesis

Los pasos subsiguientes se realizaron en un cuarto oscuro con luz roja. Se retiraron los
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cubreobjetos de las placas y se colocaron en una solucién de lisis (2.5 M NaCl, 0.1 M EDTA,
10mM Tris, 0.6% DMSO, 0.5% Triton X-100, NaOH, pH 10) durante 1 hora a 4 °C en
oscuridad.

En seguida, los portaobjetos se lavaron suavemente tres veces con tampon de
electroforesis (1 mM EDTA, 0,3 M NaOH, pH>13) y se colocaron en una camara de
electroforesis que se llend con el mismo tampdn. Las condiciones de corrida fueron 25 V' y 300
mA durante 30 minutos.

Neutralizacion y tincion

Los portaobjetos se retiraron de la cAmara y se lavaron suavemente tres veces con un
buffer de neutralizacion (0,4 M Tris, pH 7.5). La tincion se realiz6 colocando 50 ul de SYBR
Green 20X disuelto en TBE por portaobjetos y se incub6 por 15 minutos a temperatura ambiente
en oscuridad.

Observacion y analisis

Se observaron entre 18 a 22 células por muestra en un microscopio de fluorescencia
Olympus 1X53, de exposicion 454.5 ms, en lente objetivo de 40X. Las fotografias fueron
analizadas en el programa libre CaspLab, version casp_1.2.3bl. En la Figura 3, se indica la
interfaz de usuario de este programa, que consta de tres ventanas para el analisis de las imagenes:
vista de imagen, perfil de intensidad y adquisicion de datos. Para realizar las mediciones en el
software, primero se carga la imagen en formato TIFF (Fig. 3a). Luego, se dibuja un marco de
medicion donde se ajusta al tamafio del cometa en la celda. El programa genera una imagen de la
intensidad con los parametros de medicion (Fig. 3b), y también una ventana con los valores de la

cuantificacion (Fig. 3c) (Lu, Liu, & Yang, 2017).
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Figura 3. Imagen del anélisis de un macréfago J774.A1 usando el programa CasplLab para el ensayo cometa.

El programa consta de tres ventanas: A) vista de imagen; B) perfil de intensidad; y C) adquisicién de datos.

2.2.6. Determinacion de Apoptosis por Microscopia

Para evaluar la apoptosis se utilizd la tincion diferencial con naranja de acridina /

bromuro de etidio (AO / EB). En una placa de cultivo P6, se coloco un cubreobjetos en el fondo

de cada pocillo y se sembraron 250.000 macrofagos J774.A1 en medio DMEM con 10% de FBS

por 24 horas a 37°C y 5% de CO». Después, cuatro pocillos se infectaron con 500000

promastigotes de L. mexicana, y solo dos de ellos se trataron con extracto a una concentracion de

harmina de 40 uM. La placa se incub6 por 48 horas a 37 °C en 5% de CO,. De esta manera se

establecieron tres condiciones por duplicado, como se describe en la Tabla 6.
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Tabla 6. Descripcion de las muestras analizadas mediante tincion diferencial de AO / EB

Nro. Pocillo Descripcion

1 Macréfagos J774.A1 (control) Células cultivadas solo en medio DMEM
suplementado.

2 Macréfagos J774.A1 Infectados Células infectadas con L. mexicana
cultivadas en medio DMEM suplementado

3 Macréfagos J774.A1 infectados + Células infectadas cultivadas en medioc

extracto B. caapi DMEM con 40 uM del extracto de B. caapi

Los macréfagos, asi como los macrofagos infectados (tratados con / sin extracto) se
tifieron utilizando una solucion de bromuro de etidio (5 M) y naranja de acridina (5 pM) en
PBS. Por dltimo, se observaron en un microscopio de fluorescencia marca Olympus IX53 a
384,6 ms de exposicion en lente de 20X.

Las células apoptéticas se identificaron mediante tincion diferencial AO/EB que nos
permite distinguir entre células viables y no viables basandose en la integridad de la membrana.
AO penetra en células viables y no viables y se une al ADN emitiendo fluorescencia verde,
mientras que EB solo puede penetrar en células que han perdido integridad de membrana y no
son viables. De esta manera se pueden distinguir cuatro tipos de células: células viables con un
nucleo bien definido y verde; células en apoptosis temprana con un nucleo desorganizado verde
donde se evidencian cimulos por la condensacién de cromatina; células en apoptosis tardia con
un nucleo verde con rastros de naranja y alto grado de fragmentacion de ADN; y células

necroticas con nucleo uniformemente naranja rojizo (Garcia-Rodriguez et al., 2013).

2.2.7. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos en los experimentos se expresan como media aritmética +
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desviacion estandar (SD). Para analizar la significacion estadistica de las diferencias observadas
se realizaron distintos test en funcién de los grupos de resultados que se comparaban. Para la
comparacion entre dos grupos se realizo el test de la t de Student. Para la comparacién de mas de
un grupo (analisis del efecto de las B — carbolinas en funcidn de la concentracion) se realiz6 un
analisis de la varianza (ANOVA) de una via seguido de un test de Dunnet comparando cada
punto de concentracién con el control negativo. En estos test estadisticos, se consider6é que las
diferencias eran estadisticamente significativas cuando la probabilidad de la hipotesis nula (P)
fue 0.05 o menor. Los valores de P para las ANOVAs se reflejan numéricamente en las tablas o
figuras. Para el andlisis estadistico se empled el programa informatico GraphPad Prism, de la

casa comercial GraphPad Software (EEUU).

Calculo de ICsp y CCso

Los valores de ICso y CCsp Se obtuvieron de los valores de porcentaje de inhibicion en los
parasitos y de viabilidad en los macréfagos, respectivamente. Utilizando el programa estadistico
se gener0 una tabla en formato XY, donde los valores del eje X corresponden a los logaritmos de
las concentraciones crecientes del extracto de B. caapi y los valores del eje Y, a los porcentajes
de inhibicién / viabilidad de las células. Utilizando estos puntos, en el programa se realiz6 una
regresion no lineal, permitiendo el célculo de los valores de ICso y CCso. El indice de
selectividad (1S), se calcul6 mediante la relacion entre la concentracion citotoxica 50 (CCso) de
los macrofagos J774.A1 y la concentracion inhibitoria 50 (ICso) de Leishmania spp., de acuerdo
a la siguiente formula:

_ CCso

IS = ——
ICso
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3. RESULTADOS

3.1. Crecimiento de Leishmania spp.

En la Figura 4 se muestran las curvas de crecimiento de L. mexicana y L. infantum, en
base al numero medio de células por mL en funcién del tiempo de cultivo, de tres experimentos
independientes realizados por triplicado. Tal y como se puede observar, en L. infantum la fase
estacionaria se alcanza méas rapido, a partir del cuarto dia, mientras que L. mexicana parece
alcanzar esta fase a partir del quinto dia. EI crecimiento, sin embargo, fue mayor en esta Gltima,

alcanzando el triple de parasitos por mL.
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Figura 4. Curva de crecimiento de Leishmania spp. durante 5 dias de cultivo en medio Schneider’s Drosophila -
10% de FBS mas 100 pg/mL de ampicilina. A) L. infatum; B) L. mexicana

En vista de los resultados, para la realizacion de los ensayos MTT vy otros, se decidid
recoger los promastigotes al cuarto dia de cultivo en ambas especies. En ese tiempo, ambas cepas
se encuentran en fase de crecimiento - estacionaria, y esa es precisamente la fase recomendada
para la evaluacion del efecto leishmanicida in vitro (Koutsoni et al., 2019). En el caso de los
ensayos donde se realiz6 infeccion de macréfagos, se utilizaron promastigotes de L. mexicana
del quinto dia de cultivo, parasitos en fase estacionaria temprana, tal como lo indica Koutsoni et

al. (2019).
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3.2. El extracto de B. caapi tiene un potente efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
promastigotes de L. mexicana y L. infantum in vitro

Para analizar el efecto inhibitorio del extracto de B. caapi sobre el crecimiento de
Leishmania spp. in vitro se realizd el ensayo MTT en el que se testaron concentraciones
crecientes de extracto y su efecto sobre la viabilidad celular de los promastigotes tras 72 horas.
La Figura 5 nos muestra los valores promedio de tres ensayos independientes realizados por
triplicado. Los rangos de concentraciones del extracto se expresan en funcion de la concentracion
de harmina, ya que es el Unico alcaloide que se cuantifico, pero es importante comprender que no
se puede descartar la presencia de otras 3 — carbolinas. En el caso de L. infantum el rango de
concentraciones fue de 24 a 356 UM y en L. mexicana de 24 a 181 pM.

En ambas especies, el control positivo corresponde a promastigotes cultivados en
presencia de anfotericina B, y el control negativo a paréasitos cultivados en medio de cultivo mas
metanol (2%), porcentaje que se mantuvo para todas las concentraciones de extracto. Para
determinar la concentracion apropiada de anfotericina B se realizaron varios ensayos y se opto
por una concentracion que provocara una inhibicién del 50% o mayor sobre el crecimiento de los
promastigotes en comparacion con el control negativo, siendo de 2 pg/mL y 5 pg/mL para L.
infantum y L. mexicana, respectivamente.

Tal y como puede observarse en la mencionada Figura 5, el extracto redujo de manera
extremadamente significativa (ANOVA P < 0.0001) el crecimiento de ambas especies de
parasitos. En el caso de L. infantum, los efectos fueron significativos a partir de 95 UM, mientras
que todas las concentraciones testadas en L. mexicana tuvieron efectos significativos. Los efectos
alcanzaron y superaron los de la anfotericina B en ambas especies, especialmente en el caso de L.

mexicana, la especie aparentemente mas sensible de las dos.
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Figura 5. Efecto del extracto de B. caapi sobre la viabilidad de Leishmania spp. Tras 72 horas de cultivo y
ensayo de MTT. En ambas especies el ANOVA p-value < 0.0001. Comparaciones entre grupos: A) L. Infantum: ™™
= p-value < 0.0001; B) L. mexicana: " = p-value < 0.0001, " = p-value 0.0440.

A partir de estos valores de DO, se obtuvieron los porcentajes de inhibicion (en relacion
al control negativo) en funcion de la concentracion y se plasmaron en la Figura 6 que, al igual
que la figura anterior, muestra los valores promedio de tres experimentos independientes
realizados por triplicado. De las curvas asi obtenidas se calculd la ICso para ambos parasitos,
tomando siempre la concentracién de harmina como referencia. Para este célculo, se emple6 una
regresion no lineal del logaritmo de la concentracion del compuesto versus los porcentajes de
inhibicion, como se describe en la seccion de analisis estadistico de la metodologia.

Tal y como se puede observar, la eficacia del extracto fue similar en ambos casos, aunque

ligeramente superior para L. mexicana ya que se alcanz6 una inhibicion maxima de

aproximadamente el 97% frente al 92% para L. infantum. Sin embargo, los efectos fueron mucho
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mas potentes para L. mexicana, como se desprende de los valores de ICso, es decir, la

concentracion que provoca una inhibicion de crecimiento del 50%. Para este paréasito, se obtuvo

un valor de 1Cso (media de los tres experimentos, Tabla 7) de 39.7 uM frente al obtenido en L.

infantum que fue de 155.5 uM. Como se Ve, el extracto fue casi cuatro veces mas potente para L.

mexicana, y los mismos valores de inhibicién se obtuvieron con mucha menor concentracion de

extracto.
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Figura 6. Actividad anti-leishmanial del extracto de B. caapi. Grafica del porcentaje de inhibicién del
crecimiento de los promastigotes en funcion de la concentracion del extracto. lzquierda: L. infantum, derecha: L.

mexicana.

Tabla 7. Valores de las ICsy del extracto de B. caaapi en L. infantum y L. mexicana.

Especie L. infantum L. mexicana
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo3 | Ensayol Ensayo2 Ensayo 3
Valores de mejor ajuste
IC50 116.2 178.2 172.2 43.23  37.77 37.97
Cl1 95%
IC50 110.2a 171.0a 163.8 a 4148a 35.35a 46.12 a
122.7 185.6 180.8 45.01  40.33 49.93
Bondad de Ajuste
R? 0.9781 0.9815 0.9757 0.9821  0.9447 0.9917
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3.3. El extracto de B. caapi también tiene un potente efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de macrofagos J774.Al in vitro

Para analizar el efecto del extracto de B. caapi sobre el crecimiento in vitro de los
macrofagos J774.A1, se efectud el ensayo MTT después de 24, 48 'y 72 horas de cultivo. Como
antes se menciond, los valores de absorbancia se relacionan directamente con la viabilidad
celular.

En la Tabla 8 se observan los valores promedios (+ DS) de las absorbancias a 570 nm. El
control positivo corresponde a células cultivadas en presencia de cloruro de cobalto, y el control
negativo a celulas sembradas en medio de cultivo mas metanol (2%) que, al igual que en los
parasitos, es el mismo porcentaje que se mantuvo para todas las concentraciones de extracto.
Adicionalmente se incluyd un control de células cultivadas solo en medio suplementado. El
rango de concentraciones del extracto fue de 25 a 290 M, concentraciones que se expresaron en

funcion de la harmina, Unico alcaloide cuantificado del extracto.

Tabla 8. Viabilidad de los macréfagos J774.A1 (absorbancia) cultivados a concentraciones crecientes del extracto
de B. caapi (25 a 290 M) después de 24, 48 y 72 horas.

Absorbancia (Media £ DS)

24 horas 48 horas 72 horas
Células 0.324 +0.033 0.544 +0.035 0.691 +0.004
Control Positivo 0.000 +0.000 0.000 +0.000 0.000 + 0.000
Control Negativo 0.322 +0.004 0.432 +0.004 0.704 £0.018
Harmina
25 uM 0.289 +0.015™ 0.251 +0.014 ™ 0.200 + 0.033 ™™
40 uM 0.178 +0.029 ™ 0.032 +0.008 ™" 0.000 £ 0.000 ™"
70 uM 0.073 +£0.021™" 0.000 +0.000 ™" 0.000 £ 0.000 ™"
90 uM 0.067 +0.013 ™ 0.000 +0.000 ™" 0.000 + 0.000 ™"
160 uM 0.053 +0.004 ™ 0.000 +0.000 ™" 0.002 + 0.003 ™"
290 uM 0.036 +0.029 ™ 0.009 +0.003 ™" 0.007 £ 0.002™""

24 horas, 48 horas y 72 horas: ANOVA p-value < 0.0001; ™" = p value < 0.0001; ™ = no diferencia estadistica.
Los controles se analizaron por duplicado y las concentraciones del extracto (harmina) por cuadruplicado.
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El andlisis de la varianza mostr6 que el extracto reduce de manera extremadamente
significativa (ANOVA P < 0.0001) el crecimiento de los macrofagos J774.A1 tras 24, 48 'y 72
horas de cultivo. En la misma Tabla 8 se indica mediante asteriscos la significancia estadistica
del post test de Dunnet. Como puede observarse, a 48 y 72 h todas las concentraciones ensayadas
tuvieron efectos extremadamente significativos, mientras que a 24 h solo el punto de menor
concentracion (25 uM) carecid de significancia estadistica.

Los porcentajes de viabilidad de los macréfagos, calculados a partir de los valores de
absorbancia, se graficaron en funcién de las concentraciones del extracto de B. caapi a las 24, 48

y 72 horas, como se observa en la Figura 7.
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Figura 7. Viabilidad de macro6fagos J774.A1 en funcién de la concentracién del extracto de B. cappi a las 24,
48y 72 horas de cultivo

Para el calculo de la CCso, se empled una regresion no lineal del logaritmo de la
concentracion del extracto versus los valores de porcentaje de viabilidad de los macréfagos antes
obtenidos. A partir de la ecuacién de la curva generada por el programa, se obtuvieron los

valores de concentracion del extracto en los que la viabilidad celular es del 50% (CCsg), como se
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indica en la Tabla 9. Los valores de CCso a las 24 horas y 48 horas fueron 47.21 uM y 26.39

uM, respectivamente. A 72 h la viabilidad fue de 0% para todos los puntos de concentracion
menos el primero, por lo que no pudo construirse una curva ni realizar la regresion no lineal
indicada mas arriba y, por tanto, calcular CCso. Por tal razon, se realiz6 un segundo ensayo, pero

empleando menores concentraciones de extracto de B. caapi, 1.5 a 40.0 pM.

Tabla 9. CCs del extracto de B. caapi en los macrdfagos J774.A1.

24 horas 48 horas
Valores de mejor ajuste
CCso 47.21 26.39
Cl 95%
CCso 42.37 a 52.59 26.10 a 26.69
Bondad de Ajuste
R? 0.9028 0.9944

Los valores de las absorbancias obtenidos se indican en la Tabla 10 y la curva con los
valores de viabilidad a partir de éstos en la Figura 8. El extracto de B. caapi también redujo de
manera significativa el crecimiento de los macréfagos a las concentraciones de 1.5 a 40.0 uM
(ANOVA P < 0.0001). En este caso si se logré una curva con buen ajuste para las 72 h de
incubacion (Figura 8), lo que permitio realizar la regresion no lineal y el célculo de la CCsg
(Tabla 11).

En definitiva, los valores de CCso fueron de 46.2, 26.4 y 14.75 para 24, 48 y 72 h
respectivamente. Logicamente, a mayor tiempo de incubacion méas potencia del extracto, es

decir, menor CCsyp.
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Tabla 10. Viabilidad de macrofagos J774.Al cultivados a concentraciones
crecientes del extracto de B. caapi (1.5 a 40 uM) tras de 72 horas.

Absorbancia
(media £ DS), 72 horas

Células 0.803 +£0.028
Control positivo 0.000 + 0.001
Control negativo 0.788 + 0.002
Harmina
1.5 M 0.808 +0.007"™
3.5uM 0.756 +£0.017"™
6.5 UM 0.597 +0.038 ™
12.5 uM 0.527 +£0.020 ™
25 uM 0.195 + 0.007 ™
40 uM 0.000 +0.011 ™

ANOVA p-value < 0.0001; **** p < 0.0001; "™ = no diferencia estadistica. Los
controles se analizaron por duplicado y el extracto de B. caapi por cuadruplicado.
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Figura 8. Viabilidad en macrofagos J774.Al cultivados a concentraciones de 1.5 a 40 uM del extracto de B. caapi,
72 horas.

Tabla 11. CCs del extracto de B. caapi en macréfagos J774.A1 a 72 horas de cultivo.

72 horas
Valores de mejor ajuste
CC50 14.75
Cl 95%
CC50 13.29 a2 16.33
Bondad de Ajuste
R? 0.9642
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Ademas del ensayo MTT para analizar la viabilidad de los macrofagos tratados con el
extracto, se realizaron andlisis mediante microscopia convencional. En la Figura 9 se muestran

micrografias de los macréfagos J774.Al cultivados a las diferentes concentraciones del extracto

de B. caapi a las 72 horas de cultivo, observado en un microscopio invertido con lente de 40X.

v)

25 uM extracto 40 uM extracto L 290 uM extracto

Figura 9. Efecto del extracto de B. cappi en macrdéfagos J774.Al cultivados DMEM-10% FBS, 5% de CO,72
horas. Se observaron en un microscopio invertido (40X). Macréfagos J774.A1 Controles: A) DMEM suplementado,
B) positivo — CoCl;, (400 uM), C) negativo — DMEM suplementado mas metanol (2%): Extracto: D) 1.5 uM, E) 3.5
puM, F) 12.5 uM - fechas indican vacuolas, G) 25 uM — flechas indican vacuolas, H) 40 uM — fechas indican restos
celulares, y 1) 290 uM - fechas indican restos celulares.
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Estas imagenes corresponden a los mismos pocillos de la placa de 96 en la que se realiz6
el ensayo de MTT, antes de afadir el reactivo. Las concentraciones de extracto de las
micrografias se indican en la Figura 9.

Notese que a partir de la concentracion de 12.5 uM (Fig. 9f), se observa la formacién de
grandes vacuolas en los macréfagos, indicativo de cambios morfolégicos segun Petricevich y
colaboradores (Petricevich, Reynaud, Cruz, & Possani, 2008). Mientras que a concentraciones
iguales 0 mayores a 25 uM, el crecimiento de los macréfagos se afectd dréasticamente, pudiendo
observarse muy pocas células, restos celulares y ciertas células con grandes vacuolas. Estos
resultados confirmaron lo observado por MTT.

3.4. El extracto de B. caapi presenta una citotoxidad in vitro mayor para los
macrdfagos que para los promastigotes de Leishmania spp.

El indice de selectividad esta definido como el cociente entre la concentracion citotoxica
50 (CCsp) de los macrofagos J774.A1 y la concentracion inhibitoria 50 (ICsg) de amastigotes de
Leishmania spp. (CCso/ICso). Para demostrar potencial en el tratamiento contra la leishmaniasis
esta relacion debe ser mayor a uno (SI > 1) (Koutsoni et al., 2019). Estudios adicionales también
relacionan el valor de la 1Cso de promastigotes de Leishmania spp. (Makwali, Wanjala, Ingonga,
& Anjili, 2015). El presente trabajo, baso el calculo del SI en el estudio citado, y se determind a
partir de la ICso de promastigotes de Leishmania spp. a las 72 horas de cultivo y de la CCso de
macrofagos J774.Al al mismo tiempo de cultivo. Como puede verse en la Tabla 12, los valores
de SlI, en ambas especies, fueron menores a uno, lo que sugiere que el extracto presenta una
citotoxicidad in vitro mayor para los macréfagos J774.A1, que para los promastigotes de L.
mexica y L. infantum. Por tal motivo, en estudios posteriores se estudiara el SI a partir de la ICso

del extracto en amastigotes intracelulares de Leishmania spp.
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Tabla 12. IS del extracto de B. caapi a las 72 horas de cultivo.

CCso I1Cso Sl
Macrdéfagos J774.A1 14,75 - -
L. infantum - 155.53 0.09
L. mexicana - 39.66 0.37

3.5. El extracto de B. caapi mostré un incremento en la longitud del cometa en

macrofagos infectados

Hay estudios que indican que la muerte celular ocasionada por las p — carbolinas podria
también atribuirse a la fragmentacion del ADN (Mendes et al., 2016). Para comprobar que
nuestro extracto actla de esa manera, se realizaron ensayos cometa en macrofagos y macréfagos
infectados con L. mexicana a las 48 horas de cultivo y una concentracion de extracto de 40 puM.

Mediante el programa libre CaspLab se realizo el analisis de las imagenes del ensayo
cometa. Los parametros que se evaluaron incluyen: longitud de cabeza, longitud de cola,
longitud de cometa, porcentaje de ADN de la cola, porcentaje de ADN de la cabeza, momento de
la cola (TM) y momento de la cola de oliva (OTM). En la Figura 10 se indican los valores
promedios (+ DS) de los parametros analizados para los macrofagos J774.Al sanos e infectados
tratados y sus controles. ElI nimero de células analizadas fueron: macréfagos tratados (18) y
controles (20); y en macrofagos infectados tratados (22) y controles (23).

En el grupo de macrofagos infectados, el tratamiento con el extracto provocOd un
incremento significativo en la longitud de cabeza (p < 0.0001) y la longitud del cometa (p =
0.0006) En el grupo de macréfagos sanos, en cambio, no hubo ningun efecto significativo del

extracto.
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Figura 10. Parametros analizados en el ensayo cometa en macréfagos J774.Al, sanos e infectados, incubados
a 40 uM de extracto por 48 horas. A) Macréfagos J774.Al no infectados, control y tratados; B) Macréfagos
J774.A1 infectados con L. mexicana, control y tratados. La comparacion entre los dos grupos se realizd mediante el
test de la t de Student: **** = p < 0.0001; *** = p 0.0006.

La Figura 11 muestra micrografias representativas del ensayo cometa realizado en
macrofagos sanos (a y b) y en macrofagos infectados con L. mexicana (c y d). Como puede
observarse, los macréfagos sanos mostraron una morfologia redondeada y con escasa presencia

de cola que aumento ligeramente con el tratamiento (Fig. 11b).

Figura 11. Fotografias del ensayo cometa de macrdfagos J774.Al, 48 h de cultivo. Observados en un
microscopio de fluorescencia Olympus 1X53 a 454.5 mn, en lente de 40X. Macrofagos J774.Al no infectados: A)
control, y B) tratadas con el extracto de B. caapi 40 uM; macrofagos J774.A1 infectados: C) control, y D) tratadas
con el extracto.

En los macréfagos infectados la presencia de cola fue evidente en los controles (Fig. 11c)

y aumento ligeramente con el tratamiento (Fig. 11d). Es importante recalcar, que al tiempo de
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incubacion (48 h) y la concentracién ensayada (40 uM) apenas se encontraron células viables y
casi todo eran restos celulares. Probablemente, a menores concentraciones o tiempos de
incubacion mas cortos, encontrariamos mas células en las que evaluar la fragmentacién de ADN

mejorando los resultados.

3.6. El extracto de B. caapi causa apoptosis en macrofagos J774.Al a las 48 horas de
cultivo

El analisis mediante microscopia convencional del efecto citotdxico del extracto de B.
caapi en los macrofagos J774.A1 a las 72 horas de cultivo (antes de afiadir el reactivo MTT)
mostré que a concentraciones iguales o mayores a 25 uM, la viabilidad de los macréfagos se
afecto drasticamente, pudiendo observarse muy pocas células, restos celulares y ciertas células
con grandes vacuolas. Estudios en macréfagos y monocitos han demostrado que entre los
mecanismos de muerte celular se incluyen la apoptosis y piroptosis (Taabazuing, Okondo, &
Bachovchin, 2017).

Por tal motivo se decidi6 realizar la tincion diferencial de naranja de acridina / bromuro
de etidio, ya que permite identificar celulas apoptoticas. En la Figura 12 se muestran
micrografias representativas de tres condiciones: macrdfagos control (sin tratar), macréfagos
infectados control y macrofagos infectados tratados con extracto de B. caapi.

Los macrdfagos sin tratamiento (control) presentaron un nucleo uniforme de color verde,
indicativo de células viables, lo que se corrobordé mediante microscopia convencional (Fig. 12a).
Los macrofagos infectados control, presentaron eventos de apoptosis temprana (AT) y tardia
(ATr), sin afectar mucho al namero de células vivas, aunque se observa alguna célula necrética
(NV). En los macrofagos infectados tratados con el extracto, apenas se observan células, y todas

presentan apoptosis tardia.
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Figura 122. Macrdéfagos J774.A1 cultivados a confluencia en un cubreobjetos con DMEM-10% FBS. Se
observaron en: un microscopio invertido a 40 X (izquierda), y en un microscopio de fluorescencia Olympus 1X53 a
384,6 de exposicion y lente de 20 X con tincién diferencial de EB/AO (derecha). A) macrdéfagos control, 1zq.: las
células no presentan alteraciones; Der.: coloracién verde uniforme (integridad de la membrana celular). B)
Macréfagos infectados con L. mexicana control, Izq.: las células presentan vacuolas en el citoplasma; Der.: células
en apoptosis temprana (condensacion del material genético, coloracién amarillo verdoso), células en apoptosis tardia
(alteraciones en el citoplasma y membrana, color verde anaranjado) y células no viables (color naranja). C)
Macréfagos Infectados con L. mexicana y tratadas con extracto de B. caapi (40uM): lzq.: células con
deformacion de membrana y formacién de vacuolas en el citoplasma, presencia de restos celulares; Der.: células en
apoptosis tardia e hipercromia del citoplasma. V: vacuolas en el citoplasma, AT: apoptosis temprana, ATr: apoptosis
tardia, NV: no viables, R: restos celulares, M: deformacion de membrana.
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4. DISCUSION

B. caapi es una planta tradicional de la Amazonia, rica en p-carbolinas. Hay estudios
indican que estos compuestos presentan actividad anti-Leishmania (Alonso et al., 2021),
convirtiéndose en una alternativa potencial para el tratamiento de esta enfermedad. En la
presenten investigacion se evidencidé que el extracto de B. caapi provoca una notable inhibicion
en el crecimiento de promastigotes de L. infantum y L. mexicana. Ademas, provoca también la
inhibicién del crecimiento de la linea celular murina de macréfagos J774.Al. Por otro lado, el
ensayo cometa mostro alteraciones en las células infectadas que fueron tratadas con el extracto
de B. caapi. Ademas, los estudios de microscopia evidencian que la activacion de la apoptosis es,
al menos en parte, responsable de la disminucion de la viabilidad celular observada en
macrofagos infectados con L. mexicana y tratados con el extracto de B. caapi.

Esta planta es utilizada tradicionalmente en la preparacion de la bebida Ayahuasca para
rituales religiosos. Hamill y colaboradores indican que las principales B-carbolinas encontradas
en B. caapi son: harmina, harmalina y tetrahidroharmina (Hamill et al., 2019); alcaloides a los
que se les atribuyen los efectos psicotrépicos y fisiologicos. En el presente estudio, se identificd
la presencia de harmina y se cuantifico en el extracto de B. caapi, pero no se descarta la
presencia de otros alcaloides, pudiendo el efecto inhibitorio / citotoxico deberse tanto a la
harmina, como a las otras B-carbolinas no caracterizadas, o a sinergias entre las mismas. En
estudios previos de nuestro laboratorio (Perez-Marvit & Arisqueta, 2020), se identifico también
la presencia de tetrahidroharmina, pero no pudo cuantificarse debido a la falta de disponibilidad
del estdndar comercial de esta 3 — carbolina.

La actividad anti-trypanosomal de las B-carbolinas se ha observado en especies como

Trypanosoma cruzi y Leishmania spp. (Alonso et al., 2021; Di Giorgio et al., 2004; Valdez et al.,
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2009). Actualmente existen escasas investigaciones publicadas que estudien esta actividad a
partir mezclas naturales de B-carbolinas obtenidas de plantas, debido a que la mayoria de
estudios se centran en moléculas individuales, e incluso en alcaloides obtenidos a partir de
sintesis o modificacion quimica. Al ser B. caapi una planta tradicional, conocer su aplicacion a
nivel in vitro para enfermedades como leishmaniasis es muy importante, porque los
medicamentos actualmente utilizados para esta parasitosis provocan fuertes efectos adversos,
como también resistencia (Ponte-Sucre et al., 2017).

El estudio del extracto de B. caapi mostré actividad inhibitoria en el crecimiento de
promastigotes de Leishmania, siendo la ICso de 155.5 uM en L. infantum y de 39.66 uM en L.
mexicana, tomando como referencia la concentracion del unico alcaloide cuantificado, la
harmina. L. mexicana, por tanto, fue mas sensible al extracto ya que la ICso para este parasito fue
notablemente inferior. El estudio realizado por Di Giorgio et al. (2004) analizo el efecto de la
harmina sola, obteniendo que en promastigotes de L. infantum la ICso fue de 3.7 uM. Por otro
lado, investigaciones en promastigotes de L. amazonensis utilizando derivados sintéticos de las
[-carbolinas, han obtenido ICso de 5.3 - 9.9 uM (Alonso et al., 2021). Si bien las ICso del
extracto de B. caapi parecen ser mayores en ambas especies, comparado con las concentraciones
obtenidas en otros estudios, hay que tener en cuenta factores como: cepa de Leishmania spp.,
metodologia empleada para evaluar la viabilidad, vehiculo para administrar las  — carbolinas vy,
tal vez lo méas importante, una composicion compleja en cuanto a alcaloides presentes que, del
mismo modo en que podrian provocar sinergias, aumentando los efectos individuales, podrian
generar también antagonismos apantallando estos efectos.

La inhibicion en el crecimiento también se presentd en la linea celular de macréfagos

J774.Al cuando se expusieron al extracto de B. caapi a las 24, 48 y 72 horas, obteniendo las
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CCso de 47, 26 y 14.8 uM, respectivamente. Estudios similares mostraron que solo la harmina, a
las 72 horas de cultivo en macrofagos obtuvo una CCso de de 17.5 uM (Di Giorgio et al., 2004),
mientras que en otras moléculas derivadas de las B-carbolinas mostraron CCsp entre 33 - 42 uM,
a las 24 horas de exposicion (Alonso et al., 2021). Los valores obtenidos en el presente estudios
se acercan a los obtenidos por otros investigadores. En el estudio realizado por Di Giorgio y
colaboradores (2004), en el que emplean monocitos humanos, la citotoxicidad en éstos mostro
ser dependiente del tipo de B-carbolina. Asi, a las 72 horas de cultivo, los alcaloides harmane,
harmina y harmalina presentaron CCsp de 22.1, 17.5 y >200 uM. Como se expuso antes, hay
investigaciones que reportan la presencia de varias [B-carbolinas en la planta de B. caapi
(harmina, harmalina y tetrahidroharmina mayoritariamente), motivo por lo que este efecto
citotoxico en los macrofagos puede ser por accion de la harmina, o por efecto de la mezcla de
alcaloides.

Los indices de selectividad en nuestro estudio fueron valores menores a uno en ambas
especies de Leishmania spp. (0.09 en L. infantum y 0.36 en L. mexicana), lo que sugiere que
nuestro extracto no tiene tanto potencial en el uso terapéutico contra la leishmaniasis. Sin
embargo, éste se calculo a partir de la 1Cso del extracto en promastigotes y otros autores han
demostrado mayor sensibilidad cuando se analizan los efectos en amastigotes (Ashok et al.,
2016; Di Giorgio et al., 2004). Esto arrojaria un mejor indice de selectividad, y un mayor
potencial terapéutico. Por eso, recomendamos estudios adicionales en los que también se evalle
la inhibicién del crecimiento en amastigotes. Ademas, la forma intracelular del paréasito en la
leishmaniasis es el amastigote.

Estudios en Leishmania spp. demuestran que los mecanismos de accion de las B-

carbolinas y sus derivados incluyen: disminucion en el volumen celular, despolarizacion de la
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membrana mitocondrial, acumulacion de cuerpos lipidicos, cambios en el ciclo celular y
produccion de especies reactivas de oxigeno (Alonso et al., 2021). Otros investigadores indican
que la muerte celular podria también atribuirse a necrosis debido al dafio de la membrana (Lala,
Pramanick, Mukhopadhyay, Bandyopadhyay, & Basu, 2004), fragmentacion del ADN,
lipoperoxidacion, acumulacién de orgéanulos vesiculares acidos y formacion de compartimentos
autofagicos (Mendes et al., 2016).

En este contexto, en el presente estudio se realiz6 el ensayo cometa, ademas de la tincion
diferencial con naranja de acridina / bromuro de etidio, para conocer si las B-carbolinas del
extracto de B. caapi tienen como mecanismo de accion la fragmentacion del ADN y/o la
apoptosis celular. ElI ensayo cometa mostré que en los macrdfagos infectados que recibieron
tratamiento con el extracto (harmina, 40uM), tanto el parametro “longitud del cometa” como el
parametro “longitud de cabeza”, fueron estadisticamente mayores que en sus controles, lo que
sugiere que el extracto de B. caapi, si provoca alteraciones tras 48h. Sin embargo, segin Luna-
Gonzalez et al. (2018), los parametros relevantes para la evaluacion del dafio al ADN son el
“porcentaje de ADN en la cola”, el “momento de cola” y el “momento Olive”, que no mostraron
cambios estadisticamente significativos. En los macréfagos J774.A1 no infectados, y que
recibieron el tratamiento con el extracto, no se presentaron diferencias estadisticas con el grupo
control en los parametros evaluados. De todos modos, o bien la concentracion fue demasiado
elevada, o el tiempo de incubacion demasiado prolongado, porque fue muy dificil encontrar
células en las que evaluar la fragmentacion debido a extensa lisis y muerte celular.

En cuanto a la tincion diferencial de naranja de acridina / bromuro de etidio, ésta nos
permitié identificar células apoptéticas en los tratamientos evaluados. La sola infeccién de los

macrofagos, sin ningun tratamiento, provocd eventos de apoptosis temprana, apoptosis tardia,
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celulas no viables y la formacién de grandes vacuolas. Con el tratamiento con el extracto de B.
caapi, solo se observé apoptosis tardia con deformacion de la membrana celular y una
disminucion muy notable del nimero de células viables, con abundantes restos celulares. No
pudieron identificarse eventos apoptoticos tempranos, probablemente debido a una concentracion
excesiva y/o incubacion demasiado larga. De esta manera, para el momento de realizar las
imagenes, ya las células habian sufrido muerte celular, y pocas estaban pasando en ese momento
por el proceso. Esto podria evitarse con una incubacion de 24h en lugar de una de 48h, o también
ajustando las concentraciones del extracto a la CCsoa 48h en los macréfagos (26 uM) que fue
aproximadamente la mitad de la empleada (40 uM).

En definitiva, el presente estudio ha mostrado la actividad inhibitoria del extracto de B.
caapi en promastigotes de Leishmania, siendo la especie L. mexicana mas sensible a este
compuesto. El IS del extracto fue inferior a 1 en ambas especies de Leishmania, lo que sugiere
un pobre potencial terapeutico Sin embargo el calculo del mismo no se realizd con amastigotes
(CCsomacrofagos / 1Cs0amastigotes), Sino empleando la 1Csopromastigotes, que son estructuras celulares mas
resistentes al efecto de las  — carbolinas y, por tanto, muestran ICso superiores. Por otro lado, el
ensayo cometa determind que el extracto afecto las células J774.Al infectadas, a pesar de que los
parametros no fueron los considerados como buenos indicadores, por lo que se sugieren mas
estudios, con tiempos mas cortos y concentraciones menores. Finalmente, la tincién diferencial
de naranja de acridina / bromuro de etidio, como la microscopia convencional, demostré que el

efecto del extracto sobre la viabilidad celular esta mediado por la apoptosis.

5. CONCLUSIONES

El extracto de B. caapi posee una notable actividad inhibitoria sobre el crecimiento de
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Leishmania spp. y macrofagos J774.Al, promoviendo la apoptosis y posiblemente el dafio
celular.
El potencial terapéutico del extracto es limitado debido a su potente efecto sobre las

células hospedadoras de amastigotes de Leishmania spp. (bajos IS).

6. RECOMENDACIONES

e Caracterizar completamente el extracto mediante cromatografia de gases cuantificando

todos los alcaloides relevantes.

e Reevaluar la apoptosis y la fragmentacion del ADN en tiempo mas cortos y a

concentraciones mas bajas para no perder los eventos mas tempranos.

e Realizar estudio in vivo en ratones, para demostrar el potencial terapéutico del extracto en

condiciones mas fisiologicas.

e Determinar el IS empleando la 1Cso en amastigotes de Leishmania para obtener valores

de IS mas elevados (y confiables).

e Se recomienda realizar estudios para desentrafiar los mecanismos moleculares

subyacentes mediante estrategias que combinen transcriptomica y bioinformatica.
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ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA IN VITRO DE Banisteriopsis caapi (B-CARBOLINAS)
CONTRA Leishmania spp.

11. ANEXOS

ANEXO A

Tabla: Numero de promastigotes de Leishmania spp. por mL de cultivos in vitro durante 5 dias de

incubacion.
Leishmania infantum
Tiempo Nro. promastigotes/mL
(horas) Cultivol Cultivo2  Cultivo 3 Media + DS
0 5.05E+06 5.30E+06 5.68E+06 5.34E+06 + 318997
23 8.10E+06  9.43E+06  9.20E+06 8.91E+06 + 712065
46 1.37E+07 1.30E+07 1.16E+07 1.28E+07 + 1033980
69 2.34E+07  1.88E+07  1.87E+07 2.03E+07 + 2670362
96 2.29E+07  1.37E+07  1.62E+07 1.76E+07 + 4778848
Leishmania mexicana
Tiempo Nro. promastigotes/mL
(horas) Cultivol Cultivo2 Cultivo 3 Media + DS
0 448E+06 6.43E+06  5.30E+06 5.40E+06 + 974905
22 1.26E+07 1.32E+07  1.29E+07 1.29E+07 + 189189
46 2.37E+07 2.96 E+07 2.95 E+07 2.76E+07 + 3358153
69 471 E+07 5.17 E+07 4.35 E+07 4. 74E+07 £ 4090636
93 4.88E+07 5.49E+07 5.32E+07 5.23E+07 + 3131752
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ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA IN VITRO DE Banisteriopsis caapi (B-CARBOLINAS)
CONTRA Leishmania spp.

ANEXO B

Tabla: Efecto inhibitorio del extracto de B. caapi (harmina) sobre el crecimiento de promastigotes de Leishmania
spp., cuadro resumen de DO (ensayo MTT).

Leishmania infantum

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3

Media + DS n Media + DS n Media + DS N

Control Positivo 0.201 £ 0.019 3 0.260+0.017 3 0.265 + 0.007 3

Control Negativo 0.408 £ 0.017 5 0.387£0.013 5 0.413 £0.013 5
Harmina

356 uM 0.009 + 0.003 3 0.041+0.004 3 0.044 + 0.002 3

238 uM 0.022 + 0.002 3 0.049+0.004 3 0.047 + 0.005 3

181 uM 0.045 + 0.014 3 0.212+0.013 3 0.210 £ 0.021 3

119 uM 0.226 £ 0.047 2 0.330+0.003 3 0.312 + 0.005 3

95 uM 0.274 £ 0.049 3 0.350+0.006 3 0.357 £ 0.013 3

71 uM 0.345 + 0.014 3 0.378+0.005 3 0.373 +0.011 3

48 uM 0.380 £ 0.011 3 0.405+0.009 3 0.409 + 0.003 3

24 uM 0.403 £ 0.019 3 0.421+0.016 3 0.404 + 0.007 3

Leishmania mexicana
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3

Media + DS n Media + DS n Media + DS n

Control Negativo 0.827 +0.046 6 0.757 £ 0.040 0.808 + 0.062 5

Control Positivo 0.081 +0.056 3 0.094 + 0.078 0.593 £ 0.082 3
Harmina

181 uM 0.024 +0.001 3 0.021 + 0.003 3 0.019 £ 0.002 3

119 uM 0.037 +£0.003 3 0.036 + 0.000 3 0.046 + 0.005 3

95 uM 0.057 +£0.003 3 0.058 + 0.005 3 0.041 + 0.008 3

71 uM 0.155 +0.019 3 0.123 + 0.035 3 0.123 £ 0.003 3

48 uM 0.301 +0.061 3 0.202 £ 0.011 3 0.386 + 0.030 3

38 uM 0.537 +£0.034 3 0.329 + 0.080 3 0.615 + 0.059 3

24 Mm 0.709 +0.026 3 0.708 £ 0.062 3 0.753 £ 0.086 3
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ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA IN VITRO DE Banisteriopsis caapi (B-CARBOLINAS)

CONTRA Leishmania spp.

ANEXO C

Tabla: Inhibicién del extracto de B. caapi (harmina) sobre Leishmania spp.

Inhibicion (%)

L. infantum L. mexicana
H"E‘m')”a Media+DS n H?m')”a Media +DS  n
356 922+4 9 181 97.4+0 9
238 90.2+3 9 119 95.0+1 9
181 61.3+21 9 95 935+1 9
119 26.2+12 8 71 83.2+3 9
95 188+12 9 48 62.8 + 11 9
71 93+4 9 38 38.0+17 9
48 1.2+4 9 24 9.2+7 9
24 00+4 9 0 0.0+7 17
0 0.0+4 15
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ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA IN VITRO DE Banisteriopsis caapi (B-CARBOLINAS)

CONTRA Leishmania spp.

ANEXO D

Tabla 1: Viabilidad (%) de macrdfagos J774.A1 cultivados en presencia de 25 a 290uM del extracto de B. caapi
(harmina) a las 24, 48 y 72 horas.

Macrofagos J774.A1
24 horas 48 horas 72 horas

Media+ DS n Mediaxz DS n Mediax DS n

Células 100.5+10.3 2 126.0+80 2 98.1 £ 0.5 2

Control Positivo 0.0+0.0 2 0.0+0.0 2 0.0+0.0 2

Control Negativo 100.0+1.4 2 100.0+£0.7 2 100.0+ 2.5 2
Harmina

25 uM 89.7+4.7 4 58.1+3.2 4 28.4+47 4

40 uM 55.3+£9.0 4 74118 4 0.0+0.0 4

70 uM 225+ 6.6 4 0.0+0.0 4 0.0+0.0 4

90 uM 20.8 £4.1 4 0.0+0.0 4 0.0+0.0 4

160 uM 16.3+1.3 4 0.0+0.0 4 0.3+0.4 4

290 uM 11.1 +£8.9 2 20+0.7 4 1.0+04 4

Tabla 2: Viabilidad (%) de macréfagos J774.A1 cultivados en presencia de 1.5 a 40uM del extracto de B. caapi
(harmina) a las 24, 48 y 72 horas.

Macrdéfagos J774.A1
24 horas 48 horas 72 horas

Media + DS n Media + DS n Media = DS n

Células 112.7+0.5 2 121.6 +10.7 2 101.9+3.6 2

Control positivo 0.0+0.0 2 0.0+£0.0 2 0.0+£0.0 2

Control negativo 100.0 + 3.7 2 100.0 £10.4 2 100.0 £ 0.2 2
Harmina

1.5 uM 87.3+5.2 2 91.0+7.4 4 102.5+0.9 4

3.5uM 725+1.6 4 63.2 +8.3 4 95.9+2.1 4

6.5 uM 80.9 +6.3 4 65.3+11.6 4 75.7+4.8 4

12.5 uM 83.4+1.3 4 69.1+4.9 4 66.8 + 2.5 4

25 uM 82.4+0.9 4 62.7 + 3.6 4 24.7 +0.9 4

40 uM 70.9+6.6 4 18.7+1.0 4 0.5+0.9 4
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ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA IN VITRO DE Banisteriopsis caapi (B-CARBOLINAS)
CONTRA Leishmania spp.

ANEXO E

Tabla: Resultados del ensayo cometa de macréfagos J774.A1 (infectados y no infectados), tratados con el extracto
de B. caapi.

Ensayo Cometa (Media + SD)

J774.A1 J774.Al1 + L. mexicana
Parametro Control 2 40 uM B-carbolinas® Control © 40 uM B-carbolinas®
Longitud cabeza 138.7 + 63.7 159.7 +46.3 173.5 +34.7 260.4 +63.6
Longitud cola 39.7 £27.5 55.4 +51.1 78.4+£71.0 92.6 £73.3
Longitud cometa 178.4 £79.0 215.1 +54.9 251.8 £97.5 353.0 +89.9
% ADN encabeza 87.7 +8.9 84.1+17.3 83.8 +13.2 83.9+16.0
% ADN encola 12.3 8.9 16.0 £17.3 16.2 +13.2 16.1 +16.0
™ 6.6 6.2 16.2 +25.8 20.7 +26.9 25.3 +39.7
OT™M 7.445.8 12.0 +14.4 18.8 £19.9 23.6 +27.2

An=20:"n=18;°n=22;%n=23.
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