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Resumen. El parasito hemoflagelado Leishmania, causante de la leishmaniasis, puede
generar tres patrones clinicos dependiendo de la especie infectante: leishmaniasis cutdnea,
mucocutanea o visceral. Esta parasitosis forma parte del grupo de enfermedades tropicales
mas desatendidas en todo el mundo y afecta principalmente a los paises mas pobres. El tra-
tamiento actual para dicha enfermedad se basa en el uso de los antimoniales pentavalentes
(Glucantime® y Pentostam®), asi como otras drogas de segunda linea. Sin embargo, estas
drogas poseen efectos toxicos para los pacientes y con frecuencia se observa que ocurre re-
sistencia a las mismas. En este sentido, varios investigadores han orientado sus esfuerzos en
estudiar nuevas drogas como alternativa para la cura de esta enfermedad, realizando diversos
estudios con compuestos de origen natural, con el fin de conseguir una accion parasiticida con
baja toxicidad en humanos. El propdsito de este estudio fue observar el efecto del 5-metoxi,
6,7-metilendioxi-flavona (flavonoide 1), aislado de Iresine diffusa (conocida como Valeriana
en nuestro pais), sobre Leishmania mexicana. Se obtuvo un efecto inhibitorio sobre la proli-
feracion celular y disminucion del porcentaje de macrdofagos infectados con amastigotes de L.
mexicana (IC_ = 1,47 uM), observandose también alteracion de la concentracion intracelular
del Ca*". De igual forma, el flavonoide 1 tuvo un efecto rapido y total sobre la disipacion del
potencial electroquimico mitocondrial, asi como un efecto directo sobre la alcalinizacion de
los acidocalcisomas sobre los promastigotes de estos parasitos. Los resultados permiten suge-
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rir que compuestos como estos pudieran ser lideres como nuevas estructuras quimicas a ser
ensayadas sobre esta enfermedad.

Effect of a methylenedioxy-flavonoid isolated from
Iresine diffusa on the cellular viability of Leishmania
mexicana and the intracellular homeostasis of Ca?"

Invest Clin 2017; 58(4): 334 - 351
Keywords: Leishmania mexicana; Ca*"; flavonoids.

Abstract. The hemoflagellate parasite Leishmania is the cause of leishmaniasis, which
depending on the infecting species, can generate three clinical patterns: cutaneous, mucocuta-
neous or visceral leishmaniasis. This parasitosis is one of the most neglected tropical diseases
group in the world and mainly affects the poorest countries. Current treatment for this disea-
se 1s based on the use of pentavalent antimonials (Glucantime® and Pentostam®) as well as
other second-line drugs. However, these drugs have toxic effects for patients and frequently
the parasite shows resistance. In this sense, several investigators have oriented their efforts to
study new drugs as an alternative for the cure of this disease, carrying out research with seve-
ral compounds of natural origin, in order to achieve a parasiticidal action with low toxicity in
humans. In this work, we aimed to study the effect of 5-methoxy, 6,7-methylenedioxy-flavone
(Flavonoid 1), isolated from Iresine diffiisa (known as Valerian in our country), on Leishmania
mexicana. We obtained an inhibitory effect on cell proliferation and decreased percentage of
macrophages infected with amastigotes of L. mexicana (IC,, = 1.47 uM), also observing alte-
ration on the intracellular Ca?* concentration. Similarly, Flavonoid 1 has a rapid and total effect
on the dissipation of the mitochondrial electrochemical potential, as well as a direct effect on
the alkalinization of the acidocalcisomes on the promastigotes of these parasites. The results
suggest that the chemically modified compound could be the basis of a future treatment against
this disease.
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INTRODUCCION

La familia Trypanosomatidae comprende
diferentes géneros de organismos parasitos cau-
santes de importantes enfermedades en humanos
y otros mamiferos. Uno de ellos es Leishmania
sp, un protozoario hemoflagelado intracelular
obligatorio, el cual posee dos formas: promas-
tigote y amastigote, siendo €ste ultimo la forma

clinicamente relevante. Segun la especie de Lei-
shmania se puede producir una infeccion cuté-
nea, mucocutdnea o visceral, siendo la primera
la forma mas frecuente, mientras que la ltima
es la que presenta mayor mortalidad en huma-
nos. En Venezuela se han reportado casos para
L. mexicana (1), la cual es el agente etioldgico
de la forma cutanea (2) y mucocutanea (3). Esta
parasitosis se contempla dentro del grupo de
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enfermedades tropicales desatendidas. En este
sentido, unas 350 millones de personas estan
expuestas al riesgo de contraer la enfermedad
en 88 paises del mundo; en su mayoria se trata
de personas en situacion de pobreza en areas de
€scasos recursos econdmicos o con mala distri-
bucién de sus riquezas (4).

Los tripanosomatidios poseen una red de
sefializacion dependiente del Ca*, que incluye
mecanismos para el aumento del Ca*" citosoli-
co, y también para regresar esta concentracion a
su nivel basal. Sin embargo, estos parasitos po-
seen dos estadios que dependiendo de su loca-
lizacion (extracelular o intracelular) encuentran
una concentracion de Ca?* muy variable. Se ha
demostrado que estos parasitos poseen mecanis-
mos muy eficientes para la regulacion de este
cation durante cada uno de esos estadios y du-
rante el proceso de diferenciacion (5). El Ca**
juega un papel crucial en la regulacion de mu-
chos procesos importantes para la viabilidad ce-
lular (6). A nivel de la membrana plasmatica, ha
sido reportado que una Ca*-ATPasa (PMCA) es
estimulada por calmodulina en T. cruzi (7), T.
brucei (8) y diferentes especies de Leishmania
(9, 10). En todos estos pardsitos, la regulacion
del Ca** citoplasmatico esta garantizada por la
participacion de tres organelos: la mitocondria
gigante Unica, que representa el 12 % del volu-
men total, el acidocalcisoma -un organelo acidi-
co dedicado a la acumulacion de pirofosfatos e
involucrado en la bioenergética del pardsito- y
el reticulo endoplasmatico (5). Dada la impor-
tancia del Ca’" en tripanosomatidios, asi como
el hallazgo de importantes diferencias en los
mecanismos de regulacion de este cation con
respecto a células de mamifero, se ha postulado
que la homeostasis intracelular del Ca?" podria
ser considerada como blanco terapéutico contra
estos parasitos (5).

Desde el punto de vista terapéutico, los
farmacos actualmente recomendados para el
tratamiento de la leishmaniasis, incluye los an-

timoniales pentavalentes estibogluconato de so-
dio (Pentostam®) y antimoniato de meglumina
(Glucantime®), los cuales tienen efectos toxicos
en el ser humano, especificamente sobre rifion,
corazon e higado (11) aunando el hecho de que
algunas cepas ofrecen resistencia a los mismos.
Ademas, se encuentran las drogas de segunda
linea tales como: la anfotericina B, la pentami-
dina, la paramomicina y la miltefosina, las cua-
les, al igual que los antimoniales pentavalentes,
poseen efectos secundarios (12). En vista de la
toxicidad de estas drogas utilizadas en la qui-
mioterapia contra la leishmaniasis, se ha hecho
necesario intensificar la investigacion en la bus-
queda de nuevas drogas como alternativa para la
cura de esta enfermedad. Asi, se han propuesto
compuestos derivados de plantas, tales como
los flavonoides, un grupo amplio de compuestos
polifendlicos que poseen un nucleo basico de
flavano con dos anillos aromaticos interconec-
tados por un anillo heterociclico de tres atomos
de carbono. Estos compuestos se encuentran na-
turalmente en vegetales y frutas, siendo compo-
nentes importantes de la dieta diaria. Ademas,
se sabe desde hace mucho tiempo que los flavo-
noides ejercen diversos efectos bioldgicos como
antioxidantes, agentes anticancerigenos, antimi-
crobianos, etc. (13). Se han realizado muchos
estudios con el fin de estudiar la actividad de
flavonoides contra los protozoarios que afectan
mas frecuentemente a los seres humanos, tales
como Plasmodium, Leishmania, Trypanosoma,
Entamoeba, Giardiay Trichomonas (14).

Los investigadores Chen y col. en 1993 en-
contraron que la licochalcona A, una chalcona
oxigenada aislada de las raices de Glycyrrhiza
glabra, inhibio6 el crecimiento in vitro de pro-
mastigotes y amastigotes de L. majory L. do-
novani, encontrando que los amastigotes son
mas susceptibles a este compuesto (0,5 ug/mL).
Ademas, reportaron que el organelo blanco de
estas moléculas parece ser la mitocondria del
parasito. En un estudio enfocado para evaluar la
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actividad antileishmanial in vitro de 20 chalco-
nas aisladas de plantas contra promastigotes de
L. donovani, L. infantum, L. enrietiiy L. major,
y contra amastigotes de L. donovani en macrofa-
gos murinos, la mayoria de los compuestos fue-
ron activos contra el parésito extracelular con
IC, entre 0,07 y 2,01 pg/mL (16). Por otro lado,
flavonoides glicosidos también han sido repor-
tados con actividad antileishmanial in vitro. Los
mas potentes fueron fisetina, 3-hidroxiflavona,
luteolina y quercetina con valores de IC,  de 0,6;
0,7; 0,8 y 1,0 pg/mL, respectivamente; solo la
quercetina inhibio en un 15,3 % la infeccion en
ratones Balb/c inoculados con L. donovani (17).
Otros investigadores encontraron que este tipo
de flavonoides poseen la capacidad para estimu-
lar mecanismos de defensa en células infectadas
con Leishmania, ya que inducen la liberacion de
TNF (factor de necrosis tumoral) e IL-6, esen-
ciales en la proliferacion y diferenciacion de las
células inmunocompetentes (18).

Trabajos realizados en nuestro laboratorio
han demostrado que la amiodarona, un conoci-
do antiarritmico (19), asi como la dronedarona,
su derivado menos toxico (20), generan un co-
lapso del gradiente electroquimico mitocondrial
en L. mexicana, lo cual eleva los niveles de Ca**
citoplasmatico, debido a la salida del cation
desde la mitocondria (21). Tomando en cuenta
estos antecedentes, nos propusimos estudiar el
efecto antiparasitario de un flavonoide aislado
por primera vez de Iresine diftiisa (una planta
conocida en nuestro pais como valeriana por sus
propiedades sedantes) (22) y su posible meca-
nismo de accion sobre promastigotes y amasti-
gotes de L. mexicana a través de la regulacion
del Ca* intracelular. En el presente trabajo se
demostrd que el 5-metoxi, 6,7-metilendioxi-fla-
vona (Flavonoide 1, Fig. 1), tiene una relativa-
mente alta efectividad sobre la viabilidad celular
de promastigotes de estos pardsitos, siendo ma-
yor sobre amastigotes en el interior de macro-
fagos. También se observo que este flavonoide

incrementa la concentracion intracelular de Ca*
([Ca*']i), afectando tanto la mitocondria como
los acidocalcisomas del parasito.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos utilizados

Las soluciones y medios de cultivo se pre-
pararon utilizando reactivos provenientes de di-
ferentes casas comerciales: SIGMA (St. Louis,
MO), BIO-RAD, GibcoBRL (MD, EEUU) y
Molecular Probes Inc. OR. El medio de culti-
vo DMEM (Dulbecco’s Minimal Essential Me-
dium) y el suero fetal bovino (SFB) activado
fueron adquiridos de GibcoBRL (MD, EEUU).
El dimetil-sulfoxido (DMSO), el carbonilcianu-
ro-p-trifluoro,metoxi-fenil hidrazona (FCCP), la
nigericina, el MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil-
tiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolio) la penicilina y
la estreptomicina se obtuvieron a través de SIG-
MA (St. Louis, MO). El fura 2-AM, la rodamina
123 y la naranja de acridina fueron adquiridos
de Molecular Probes Inc. (OR).

El flavonoide 1 fue purificado siguiendo el
protocolo descrito por Suarez y col. (22). El
compuesto fue disuelto en DMSO, cuya con-
centracion nunca fue mayor al 0,05 % en todos
los ensayos.

OCH; O

Fig.1. Estructura quimica del 5-metoxi, 6,7-metilen-
dioxi-flavona (flavonoide 1). Tomado de (22).
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Cultivos celulares

Para el estudio del efecto antiparasitario del
flavonoide 1, se trabajé con cultivos de parasitos
de la especie Leishmania mexicana (BEL21).
Los promastigotes se cultivaron a temperatura
ambiente, sin agitacion, en medio de cultivo LIT
(Liver Infusion-Tryptose) suplementado con 5
% SFB inactivado por calor (60 °C, 30 min) y 1
% de penicilina/estreptomicina.

Los macrofagos de la linea celular J774-G8
provenientes de sarcoma de raton (23) se cul-
tivaron en frascos T-25 con medio de cultivo
DMEM suplementado con 10 % SFB activa-
do, 1 % de penicilina/estreptomicina y 1 % de
L-glutamina. Los cultivos se mantuvieron a 37
°Cy 7 % de CO,. Los macréfagos murinos uti-
lizados en el experimento de infeccion se culti-
varon en el medio de cultivo DMEM, suplemen-
tado con 10 % de SFB inactivado por calor (60
°C, 30 min), 1 % penicilina/estreptomicina y 1
% L-glutamina.

Evaluacion del crecimiento poblacional de
promastigotes de Leishmania mexicana

La susceptibilidad de los promastigotes de
L. mexicana al flavonoide 1 se realiz6 a través
de la determinacién del crecimiento poblacio-
nal de los parésitos en ausencia y presencia de
concentraciones crecientes del compuesto. Bre-
vemente, un inoculo inicial de 2 x 10¢ promasti-
gotes/mL fue colocado en medio de cultivo LIT
suplementado, en una placa de cultivo de 24 po-
zos. Posteriormente, se agregd a cada pozo las
diferentes concentraciones del flavonoide. La
proliferacion celular se determiné diariamente
mediante el contaje directo en una camara de
Neubauer, hasta alcanzar la fase estacionaria del
cultivo. Se incluy6 un control al cual no se le
agregd compuesto. Seguidamente, el IC, | se de-
termind mediante el programa GraphPad Prism
5. Para ello, se aplico una regresion no lineal de
los datos normalizados a las 48 horas de trata-
miento versus el logaritmo de las concentracio-

nes utilizadas del compuesto.

Evaluacion de la citotoxicidad sobre
macrofagos J774-G8

Con el objeto de evaluar el efecto del fla-
vonoide 1 sobre la citotoxicidad en macréfagos,
se prepararon concentraciones del compuesto.
Utilizando una placa de ELISA de 96 pozos, se
procedio a la inoculacién de 5.000 células/pozo
y, posteriormente, se agregaron 10 pL de las di-
luciones seriadas del compuesto. Se incluy6 un
blanco (medio DMEM) y un control positivo
(Triton X-100 0,1 %) en cada pozo, utilizando
cuatro réplicas para cada condicion. Luego, la
placa ELISA fue incubada en una camara de CO,
(7 %) por 72 horas; seguidamente, se centrifugod
a 4 °C por 20 minutos a 1600 xg, se descarto el
sobrenadante y se resuspendio el sedimento en
100 uLL de MTT (0,5 mg/mL en PBS). Se incubd
en oscuridad por 4 horas a 37 °C, en atmosfe-
ra de CO, (7 %). Posteriormente, se centrifugd
durante 10 minutos a 1600 xg, se descart6 el
sobrenadante y se resuspendio el sedimento en
100 uL de DMSO (24). Finalmente, se realiz6
la lectura de la absorbancia a 570 nm en un lec-
tor de ELISA. Cabe destacar que el valor de la
absorbancia obtenida con el Triton X-100 0,1 %
se restd a todas las concentraciones utilizadas
del compuesto. El Triton es un detergente no
i6nico que desnaturaliza las membranas celula-
res causando lisis celular (25). Por otra parte, el
ensayo de citotoxicidad en promastigotes de L.
mexicana se realizé siguiendo los mismos pasos
descritos anteriormente, con la diferencia que se
utilizo digitonina 80 uM como blanco y miltefo-
sina 15 uM como control positivo. Se colocaron
3 x 10° parasitos/pozo en la placa de cultivo de
96 pozos.

Finalmente, el IC, se determiné mediante
el programa GraphPad Prism 5, aplicando una
regresion no lineal de los datos normalizados a
las 72 horas de tratamiento versus el logaritmo
de las concentraciones utilizadas del compues-
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to. Ademas, el indice de selectividad (IS) se
determin6 como el cociente entre el IC, | de los
macrofagos y el IC,  obtenido sobre los amasti-

gotes en macrofagos infectados (26).

Infeccion de macréfagos con promastigotes
de Leishmania mexicana

Para la evaluacion del compuesto sobre los
macrofagos infectados con amastigotes de L.
mexicana, se procedié segun el método descrito
previamente (20), con modificaciones. Se co-
loc6 en una placa de cultivo de 12 pozos, una
laminilla estéril de vidrio cubreobjeto por cada
pozo y se agregaron 15.000 macrofagos/pozo
en medio de cultivo DMEM (suplementado con
SFB inactivado al 10 %, 1 % penicilina/estrep-
tomicina y 1 % L-glutamina). Seguidamente, se
incubaron las placas con los macrofagos durante
24 horas en una camara, a 37 °C y 7 % de CO.,.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se agregd
un volumen de parasitos para obtener una pro-
porcion de 10 parasitos/célula; es decir, 1,5 x 10°
parasitos. Luego, se incubaron las placas en una
camaraa 37 °Cy 7 % CO,, durante 3 horas. Una
vez transcurrido este tiempo, se retird el medio
de cada pozo y se realiz6 un lavado con PBS. Se
afiadié 1 mL de medio de cultivo DMEM, suple-
mentado con las concentraciones del flavonoide
1 deseadas por pozo. Seguidamente, se incuba-
ron las placas en una camara a 37°Cy 7 % CO,,
durante 48 horas. Finalizado el periodo de incu-
bacion, se retird el medio de cultivo DMEM de
cada pozo y se realiz6 un lavado con PBS esté-
ril, con el fin de eliminar macréfagos no adhe-
ridos a la laminilla de vidrio cubreobjeto y pro-
mastigotes que no infectaron a los macrofagos.
Se fijaron los macréfagos infectados con meta-
nol 100 % frio y se dejo secar aproximadamente
30 minutos. Los macrofagos fijados se tifieron
con el colorante Giemsa (previamente filtrado
y diluido 2/3 en PBS). Finalmente, una vez te-
niidas las células, se fijo el vidrio cubreobjeto a
una lamina portaobjeto y se procedio a contar en

un microscopio de luz, utilizando el objetivo de
inmersion (100X). El contaje se realizd contan-
do 10 macroéfagos por 10 campos (100 macro-
fagos en total). Asimismo, el IC, se determin6
mediante el programa GraphPad Prism 5, apli-
cando una regresion no lineal de los datos nor-
malizados las 48 horas de tratamiento versus el
logaritmo de las concentraciones utilizadas del
compuesto. Se realizaron tres experimentos in-
dependientes con las diferentes concentraciones
del flavonoide, contandose cada condicion (en
cada experimento independiente) por triplicado.

Determinacion de la concentracion del
Ca* intracelular sobre promastigotes
de Leishmania mexicana

Las determinaciones de la [Ca*']i se realiza-
ron utilizando el derivado acetoximetilado del
fura-2 (fura 2-AM), el cual es hidrolizado a fura
2 por las esterasas presentes en el citoplasma del
tripanosomatidio. Asi, cada molécula de fura 2
se une a un Unico i6n Ca** presente en el cito-
plasma (27). Para realizar la determinacion de la
[Ca*]i, se partié de una suspension de parasitos
(107 promastigotes/mL). Se centrifugo6 a 600 xg
durante 3 minutos, se descartd el sobrenadante
y se resuspendi6 el sedimento en tampon Tyro-
de (145 mM NaCl, 4 mM KCl, 2 mM MgClL,
1,8 mM CaCl,, 10 mM Hepes, 11 mM glucosa).
Asimismo, se cargo6 con fura 2-AM (1 uM), 2,4
pl probenecid (500 mM) y 1,25 ul 4cido plurd-
nico 10 %. Posteriormente, se incubd a 29 °C
por 3 horas en agitacion constante (450 rpm en
un Thermomixer Compact) y en oscuridad. Pa-
sado el tiempo de incubacion, se centrifugd a
600 xg por 3 min y se realizaron dos lavados con
tampon Tyrode. Luego, se afiadieron 2,4 pL de
probenecid a 500 mM. Finalmente, se coloco la
suspension en una cubeta de cuarzo y se midio
la respuesta en un fluorimetro Hitachi F-7000,
con agitacion constante y a 29 °C, utilizando los
efectores correspondientes y en orden sucesivo,
el flavonoide 1; digitonina (40 uM), el cual es
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un detergente que permeabiliza la membrana y
10 uL de EGTA a 1 M, el cual es un quelante de
Ca. Adicionalmente, para determinar la [Ca?*']
i en ausencia de Ca*" extracelular, se realizo el
mismo procedimiento mencionado previamente
con la diferencia que se utilizé tampon Tyrode
sin CaCl,. Ademas, antes de la medicion, se afia-
di6 EGTA en la cubeta de cuarzo a una concen-
tracion final de 2 mM. Durante la medicion en
el fluorimetro, pasado el tiempo de adicion del
compuesto, se afiadio CaCl, (2 mM), luego la
digitonina (40 uM) y por altimo 10 uL de EGTA
a 1 M. Cabe destacar que los resultados se repor-
tan como la relacion de fluorescencia (340/380)
versus tiempo (segundos). La proporcionalidad
entre la relacion de las fluorescencias (340/380)
y la [Ca*']i ha sido descrita en la ecuacion pro-
puesta por Grynkiewicz y col. en 1985 (28).

Evaluacion del potencial electroquimico
mitocondrial de promastigotes de
Leishmania mexicana

Posteriormente se procedid a estudiar si el
flavonoide 1 tenia algin efecto sobre el poten-
cial electroquimico mitocondrial de promasti-
gotes del parasito. Para ello se emple6 el fluo-
roforo rodamina 123, el cual es una molécula
permeante celular, catidnica, que es secuestra-
da y acumulada facilmente por la mitocondria
activa sin inducir efectos de citotoxicidad (27).
Este fluoroforo, especifico de mitocondria (29),
permite la visualizacion del estado de poten-
cial electroquimico de este organelo (30). La
rodamina 123 posee un espectro de excitacion
a 488 nm y un espectro de emision a 530 nm
(30). Inicialmente, una suspension de parasitos
(107 promastigotes/mL) fueron cargados con 20
uM de rodamina 123 en PBS, 1,8 mM CaCl,
y glucosa al 1 % (tampon de carga). Posterior-
mente, se incub6 a 29 °C por 10 minutos en agi-
tacion constante (450 rpm en un Thermomixer
Compact) y en oscuridad. Pasado el tiempo de
incubacion, se centrifugé a 600 xg por 3 minu-

tos y se realizaron dos lavados con el tampon
de carga. La suspension se agrego6 en una cube-
ta de cuarzo para su medicion en el fluorimetro
Hitachi F-7000 con agitacion constante y a 29
°C, utilizando los diferentes efectores. E1 FCCP,
el cual es un protonoforo que desacopla la fos-
forilacion oxidativa de la cadena transportadora
de electrones y colapsa la diferencia de poten-
cial electroquimico mitocondrial, se utiliz6 a 2
uM, como control experimental. Finalmente,
se realizo un grafico de barras en el cual se re-
presenta los cambios de la fluorescencia en por-
centaje versus las concentraciones estudiadas.
Esta grafica se realiz6 tomando en cuenta que
la adicion de los efectos generados por el FCCP
a 2 uM (seguido por la adicion del flavonoide)
constituye el 100 % de respuesta del sistema.
La significancia estadistica entre las barras, se
determind mediante la prueba t de Student, en la
cual p < 0,05 refleja resultados estadisticamente
significativos.

Determinacion del efecto del flavonoide 1
sobre los acidocalcisomas de promastigotes
de Leishmania mexicana

Con el fin de estudiar el efecto del flavonoi-
de 1 sobre los acidocalcisomas de estos parasi-
tos, se empled el fluordforo naranja de acridina,
el cual se acumula en compartimientos acidicos.
Si el compuesto presenta algin efecto sobre los
acidocalcisomas, se observara la liberacion del
fluordforo, reflejado en un aumento de la fluo-
rescencia cuando se excita a 488 nm y se cuanti-
fica la emision a 530 nm (30). Inicialmente, una
suspension de parasitos (107 promastigotes/mL)
fueron cargados con 5 uM de naranja de acridina
en tampoOn de carga utilizado anteriormente para
la rodamina 123 (descrito en el parrafo anterior).
Posteriormente, se incub6 a 29 °C por 10 minu-
tos en agitacion constante (450 rpm en Thermo-
mixer Compact) y en oscuridad. Pasado el tiem-
po de incubacién, se centrifug6é a 600 xg por 3
minutos y se realizaron dos lavados con tampon
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de carga. La suspension se agregd en una cubeta
de cuarzo para su medicion en el fluorimetro Hi-
tachi F-7000 con agitacion constante y a 29 °C,
utilizando los efectores correspondientes: la ni-
gericina (2 uM) (control), la cual es un ion6foro
que cataliza el intercambio electroneutro de K*/
H*, fue utilizada para observar la alcalinizacion
de los acidocalcisomas. Finalmente, con respec-
to al procesamiento de los resultados, se realizd
un grafico de barras en el cual se representa los
cambios de la fluorescencia en porcentaje ver-
sus las tres concentraciones estudiadas. Dicha
gréfica se realiz6 tomando en cuenta que la adi-
cion de los efectos generados por la nigericina
a 2 uM, seguido por la adicion del flavonoide
1, constituye el 100 % de respuesta del sistema.
La significancia estadistica entre las barras, se
determin6 mediante la prueba ¢ de Student, en la
cual p < 0,05 refleja resultados estadisticamente
significativos.

RESULTADOS

Efecto del flavonoide 1 sobre el crecimiento
de poblaciones de promastigotes
de Leishmania mexicana

Con el objeto de determinar el posible efecto
del flavonoide 1 sobre el crecimiento de Leish-
mania mexicana, poblaciones de promastigotes
de este parasito fueron expuestas a concentra-
ciones crecientes de la droga, evaluando la pro-
liferacion celular diariamente. En la Fig. 2 se
muestra que el compuesto tiene un efecto inhi-
bitorio dosis-dependiente sobre la proliferacion
de L. mexicana. Se estimo6 un IC, de 12,6 uyM a
las 48 horas del crecimiento celular.

Efecto citotoxico del flavonoide 1 sobre la
viabilidad celular de macréfagos J774-G8 y
promastigotes de Leishmania mexicana

Con el fin de comparar el efecto del flavo-
noide 1 sobre parasitos y compararlo con la cé-
lula huésped, se determiné el efecto citotoxico

del compuesto sobre la viabilidad celular de ma-
crofagos J774-G8 y promastigotes de L. mexi-
cana, mediante el uso del ensayo de MTT. Los
resultados mostrados en la Fig. 3A indican que
el compuesto posee un relativamente bajo efec-
to citotoxico sobre los macrofagos, observando-
se solo una diferencia significativa con respecto
al control a partir de 50 pM (p < 0,05) y esti-
mando un IC, de 70,9 uM luego de 72 horas de
incubacion. En contraste, con promastigotes de
L. mexicana se obtuvo un efecto dosis-depen-
diente, con un IC,  de 20,7 uM (Fig. 3B).

Efecto del flavonoide 1 sobre macrofagos
J774-G8 infectados con amastigotes de
Leishmania mexicana

Es muy importante evaluar el efecto de una
nueva droga potencial en macréfagos infec-
tados con L. mexicana, ya que esta es la fase
clinicamente relevante del parasito. Macrofagos
murinos de la linea celular J774-G8 fueron in-
fectados con amastigotes de L. mexicana 'y se
realizé una curva de infeccion (fig. 4), en la cual
se observan los datos normalizados del porcen-
taje de infeccion de los macrofagos en funcion
de concentraciones crecientes del compuesto.
El resultado obtenido muestra que el flavonoide
1 disminuye el porcentaje de células infectadas
con amastigotes de una forma dosis-dependien-
te. Se calculd que a las 48 horas de exposicion,
el IC, obtenido fue de 1,47 pM. Comparando el
valor obtenido del IC, sobre macréfagos (70,9
uM) con este valor, se puede calcular el indice
de selectividad (IS), el cual resulté ser de 48,23,
demostrandose que existe un efecto selectivo
sobre los amastigotes, segun la definicion de IS
descrita por Katsuno y col. en 2015 (26), quie-
nes consideran selectivos a compuestos con un
IS > 10.
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Fig.2. Efecto del flavonoide 1 sobre el crecimiento de poblaciones de promastigotes de L. mexicana. Los parasitos
fueron sometidos a concentraciones crecientes del compuesto y se monitore6 el crecimiento hasta alcanzar la
fase estacionaria del cultivo. Cada punto representa el promedio + DS de tres experimentos independientes.
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Fig.3. Efecto citotoxico del flavonoide 1 sobre la viabilidad celular de macréfagos J774-G8 y promastigotes de L.
mexicana. Las células y los parasitos fueron tratados con concentraciones crecientes del compuesto. (A) Para
el caso de las células, se utilizd como blanco el Triton X-100 0,1 %. (B) En el ensayo con parasitos se utilizo
un control negativo (ausencia del compuesto), un control positivo (miltefosina 15 pM) y como blanco la digi-
tonina a 80 uM (ver Materiales y Métodos).
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Fig.4. Efecto del flavonoide 1 sobre macrofagos muri-
nos infectados con amastigotes de L. mexicana.
Los macréfagos J774-G8 infectados fueron so-
metidos a concentraciones crecientes del com-
puesto. Cada punto representa el promedio + DS
de tres experimentos independientes.

Efecto del flavonoide 1 sobre la homeostasis
intracelular del Ca** en promastigotes de
Leishmania mexicana

Con el objeto de evaluar el efecto del fla-
vonoide 1 sobre la homeostasis del Ca*" intra-
celular de promastigotes de L. mexicana, se
empled un método fluorimétrico utilizando el
fluoréforo fura 2 para determinar cambios en
la concentracién de este i6n, como se descri-
bio en la seccion de Materiales y Métodos. De
acuerdo a los resultados obtenidos, luego de la
adicion del compuesto (20 uM) en presencia
de Ca*" extracelular, se produjo un aumento
en la relacion de fluorescencia 340 nm/380 nm
(Fig. 5A), lo cual se interpreta como un aumen-
to en la [Ca?']i. Con el objetivo de evaluar si el
incremento en la [Ca*"]i observado era debido a
una entrada del cation desde el exterior celular,
o por el contrario, era producto de su liberacion
de compartimientos intracelulares, se repitio el
experimento anterior pero en ausencia de Ca?*
extracelular (2 mM de EGTA). Como se puede
observar (Fig. 5B), el flavonoide (20 uM) es ca-
paz de aumentar la [Ca**]i de una manera simi-
lar bajo ambas condiciones experimentales: en
presencia y ausencia del cation. Esto indica que
dicho incremento se debe a su liberacion Ca?*
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Fig.5. Efecto del flavonoide 1 sobre la homeostasis del
Ca?" intracelular de promastigotes de L. mexica-
na. Los parasitos fueron cargados con fura 2. (A)
Efecto del flavonoide 1 (20 uM) sobre la [Ca®"]
i en presencia de 2 mM de Ca*>" extracelular. (B)
Efecto del flavonoide 1 (20 pM) sobre la [Ca*"]
i en ausencia de Ca*" extracelular (2 mM de
EGTA).

desde organelos intracelulares, como mitocon-
dria y los acidocalcisomas, y no a una entrada
de Ca** proveniente del exterior celular, a través
de un canal o de la pérdida de la permeabilidad
ionica inducida por el flavonoide 1.
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Efecto del flavonoide 1 sobre el potencial
electroquimico mitocondrial de
promastigotes de Leishmania mexicana

La mitocondria tnica de estos pardsitos
ocupa el 12 % y es capaz de acumular grandes
cantidades de Ca®" en su interior (21). Se em-
pled el fluoréforo rodamina 123, con el obje-
to de evaluar el efecto del flavonoide 1 sobre
el potencial electroquimico mitocondrial cuyo
fundamento es que la disminucion del potencial
electroquimico produce la liberacion del fluoro-
foro acumulado, lo cual conlleva a un aumento
en la fluorescencia. En la Fig. 6A se muestra el
resultado obtenido sobre el aumento de la fluo-
rescencia en funcidon del tiempo al afadir el
compuesto (20 uM), seguido por la adicion del
protonoforo FCCP (2 uM), utilizado como con-
trol positivo. Se observé que el flavonoide 1 ge-
nera una respuesta maxima en cuanto a la salida
del fluoroforo anulando totalmente la diferencia
de potencial electroquimico mitocondrial, ya
que al afiadir FCCP la fluorescencia se mantiene
constante. Invirtiendo el orden de los compues-
tos, se observa en la Fig. 6B que la adicion de
FCCP produce también, como era de esperarse,
la salida total del fluor6foro, reflejado en el in-
cremento en la fluorescencia.

Asimismo, se cuantificd la diferencia por-
centual del aumento de la fluorescencia de la
rodamina 123, en respuesta a la adicion de tres
concentraciones del Flavonoide 1 (5, 10 y 20
uM). Para ello, se realiz6 un grafico de barras
(Fig. 7) en el que se visualiza el efecto variable
del compuesto sobre el potencial electroquimi-
co mitocondrial. Este resultado muestra que a
una concentracion de 20 uM se obtiene una res-
puesta cercana al 100 %, seguido del compuesto
a 10 uM con un aumento de la fluorescencia del
49 % vy, finalmente, 15 % para una concentra-
cion de 5 uM. Cabe destacar que el asterisco
representa la diferencia significativa entre los
promedios (p < 0,05).
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Fig.6. Efecto del flavonoide 1 sobre el potencial elec-
troquimico mitocondrial de promastigotes de L.
mexicana. Los parasitos fueron incubados en pre-
sencia de rodamina 123 (20 uM). (A) Efecto del
flavonoide 1 (20 pM) seguido por la adicion del
FCCP (2 uM) sobre el potencial electroquimico
mitocondrial. (B) Efecto del FCCP (2 uM) segui-
do por la adicion del flavonoide 1 (20 pM) sobre
el potencial electroquimico mitocondrial. (U.A):
Unidades Arbitrarias.
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Fig.7. Efecto de diferentes concentraciones del flavo-
noide 1 sobre el potencial electroquimico mito-
condrial. El asterisco (*) representa resultados es-
tadisticamente significativos (p < 0,05) mediante
una prueba t de Student. Cada barra representa
el promedio = DS de al menos tres experimentos
independientes.
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Efecto del flavonoide 1 sobre la alcalinizacion
de los acidocalcisomas de promastigotes de
Leishmania mexicana

Con el objeto de determinar el efecto de esta
droga potencial sobre la alcalinizacion de los
acidocalcisomas de estos pardsitos, se utilizd
un método fluorimétrico empleando el fluoro-
foro naranja de acridina, el cual se comparta-
mentaliza en organelos acidicos como los aci-
docalcisomas, acumulandose en los mismos. La
liberacion de este fluoroforo, lo cual implica la
alcalinizacion del organelo, se visualiza como
un aumento en la flurorescencia.

En la Fig. 8A se observa que al anadir el
flavonoide 1 (50 uM) se produce un rapido y
elevado aumento en la fluorescencia, seguido de
un pequeilo aumento inducido por la adicion de
nigericina, utilizado como control positivo, ya
que se ha demostrado que es un ion6foro que
actiia sobre los acidocalcisomas causando la
alcalinizacion de este compartimiento. Se rea-
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Fig.8. Efecto del flavonoide 1 sobre la alcalinizacion de los acidocalcisomas de promastigotes de L. mexicana. Los
parasitos fueron cargados con naranja de acridina (5 uM). (A) Efecto del flavonoide 1 (50 uM) seguido por la
adicion de la nigericina (2 uM), sobre el nivel acidico de los acidocalcisomas. (B) Efecto de la nigericina (2
puM) seguido por la adicion del flavonoide 1 (50 pM). (U.A): Unidades Arbitrarias.
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liz6 también el experimento con la adicion de
los compuestos de forma inversa (Fig. 8B). La
nigericina (2 uM), produce una rapida alcalini-
zacion de los acidocalcisomas. Sin embargo, no
genera una respuesta maxima de la fluorescen-
cia ya que la adicion posterior del flavonoide 1
induce nuevamente un pequefio incremento en
la fluorescencia.

Se determin6 también la diferencia porcen-
tual del aumento de la fluorescencia de la naran-
ja de acridina, en respuesta a la adicion de tres
concentraciones del flavonoide 1 (10, 20 y 50
uM), mediante un grafico de barras (Fig. 9) en
el cual se visualiza el efecto variable del com-
puesto sobre la alcalinizacion de los acidocal-
cisomas. Este resultado muestra que a una con-
centracion de 50 pM se obtiene una respuesta de
aproximadamente 90 %, seguido del compuesto
a 20 uM con un aumento de la fluorescencia del
49,8 % vy, finalmente, 19,8 % para una concen-
tracion de 10 uM. Cabe destacar que el asteris-
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Fig.9. Efecto de diferentes concentraciones del flavo-
noide 1 sobre la alcalinizacion de los acidocalci-
somas. El asterisco (*) representa resultados es-
tadisticamente significativos (p < 0,05) mediante
una prueba ¢t de Student. Cada barra representa
el promedio + DS de al menos tres experimentos
independientes.
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co representa la diferencia significativa entre los
promedios (p < 0,05).

DISCUSION

Las flavonas presentan accion antimicro-
biana, aunque a concentraciones muy elevadas
en comparacion con los antibioticos (31). No
obstante, se ha encontrado que algunas flavano-
nas en citricos presentan actividad frente al Sta-
phylococcus aureus, Escherichia coli y Bacillus
typhosus (32). La actividad antifungica también
ha sido reportada. Este es el caso de muchos
flavonoides de naturaleza lipofilica (flavonas,
flavanonas e isoflavanonas) que presentan una
actividad antifingica muy considerable y que
constituyen verdaderas barreras frente a los
hongos patogenos (33, 34). En el presente tra-
bajo se obtuvo una actividad antiparasitaria del
flavonoide 5-metoxi, 6,7-metilendioxi-flavona
sobre promastigotes de L. mexicana. Asi, este
flavonoide tiene un efecto inhibitorio dosis-de-
pendiente sobre la proliferacion de L. mexicana.
Fonseca-Silva y col., en 2015 (35), utilizando la
quercetina, la (-)-epigalocatequina 3-O-galato y
la flavona apigenina, encontraron un efecto do-
sis-dependiente de estos compuestos sobre pro-
mastigotes de L. amazonensis, similar al obte-
nido por el flavonoide utilizado en este trabajo.
Estos investigadores obtuvieron un IC,  de 31,4
uM a las 48 horas, 63 uM a las 120 horas y 23,7
uM a las 24 horas, para cada compuesto respec-
tivamente. Asimismo, comparando el IC,  del
flavonoide 1 (12,62 uM) con el obtenido con la
quercetina, ambos a las 48 horas de tratamien-
to, se observa que este compuesto posee una
relativamente buena actividad antileishmanial
sobre L. mexicana cuando se compara con la
quercetina, ya que es de casi tres veces mas po-
tente que esta Ultima en condiciones similares.
En este mismo sentido, en un estudio realizado
por Mittra y col. (36), evaluaron el efecto de la
luteolina, una flavona con una fuerte actividad
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antioxidante (37), y la quercetina sobre L. do-
novani obteniendo un efecto antiparasitario con
un IC, de 12,5 y 45,5 uM para la luteolina y
quercetina, respectivamente, luego de 24 horas
de tratamiento.

Los resultados obtenidos sobre macrofagos
infectados con amastigotes de L. mexicana, el
cual representa el estadio clinicamente relevan-
te del parasito, demuestran que el compuesto los
afecta de una forma dosis-dependiente. Ademas,
se pudo observar que estas células de mamifero
no se ven afectadas por el compuesto hasta al-
canzar una concentracion de 50 uM. Compara-
tivamente, Inacio y col. (38), utilizando EGCG,
el flavonol mas abundante en el té verde (39)
realizaron infecciones de macréfagos murinos
con promastigotes de L. amazonensis por 3 ho-
ras, condiciones comparables a las del presen-
te estudio. Luego de 72 horas de tratamiento
con EGCG obtuvieron un IC, de 1,6 uM so-
bre amastigotes intracelulares, muy similar al
resultado obtenido en el presente trabajo (IC,,
de 1,47 uM). Sin embargo, cuando repitieron el
estudio pero sobre amastigotes intracelulares de
L. braziliensis (40), obtuvieron que el compues-
to tiene un IC de 3,4 pM también luego de 72
horas de tratamiento. Mas recientemente, Fon-
seca-Silva y col. (41) estudiando la eficacia oral
de apigenina contra la leishmaniasis cutinea,
encontraron que el compuesto redujo el indice
de infeccion con un IC,, de 4,3 uM luego de
72 horas de exposicion. La apigenina también
inhibi6 el crecimiento de L. amazonensis en un
71 % (después de 72 horas) utilizando una dosis
de 12 uM. Ademas, cabe destacar que el valor
de IC,, de apigenina contra macrofagos murinos
fue de 78,7 uM, mayor al obtenido en nuestro
trabajo (70,9 uM). Comparando los resultados
de estos investigadores con los obtenidos en el
presente trabajo, nos permite posicionar al fla-
vonoide 1 como un buen compuesto antiparasi-
tario. Ademas, estimando un indice de selecti-
vidad de 40,23, reiteramos la potente actividad

antileishmanial y selectiva del flavonoide 1 con-
tra amastigotes de L. mexicana.

Con la finalidad de determinar el posible
mecanismo de accion mediante el cual el flavo-
noide 1 afecta la viabilidad de L. mexicana, se
estudio su efecto sobre la [Ca®]i, tomando en
cuenta que se ha postulado que la disrupcion de
la homeostasis del Ca?" intracelular tiene efec-
tos letales en estos parasitos (5). Los resultados
obtenidos en este trabajo demuestran que este
flavonoide es capaz de incrementar rapidamen-
te la [Ca®']i en promastigotes del parasito. Este
incremento es debido a la liberacion del cation
desde compartimientos intracelulares, ya que se
obtiene el mismo efecto al anadir el compuesto
en ausencia de Ca*" extracelular, lo cual excluye
que el aumento observado sea debido a la aper-
tura de un canal en la membrana plasmatica o a
la disrupcion de la barrera de la permeabilidad
i6nica de la membrana por parte del flavonoide.
En este sentido, se ha demostrado un efecto de
flavonas aisladas de Acanthopanax senticosus
sobre canales de Ca*" tipo L mediante “patch-
clamp” y sobre la [Ca*']i de miocitos ventricula-
res de raton, obteniéndose un efecto cardiopro-
tector atribuido al bloqueo parcial de este canal
(42). A pesar de que se ha demostrado que en L.
mexicana existe un analogo de este canal Ca**
tipo L en la membrana plasmatica (43), no se
observd ningun efecto del flavonoide 1 sobre
este canal, ya que, como se menciond, el efecto
observado fue similar tanto en presencia como
en ausencia de Ca*".

Con el fin de estudiar los posibles organelos
intracelulares involucrados en la liberacion del
Ca?", y por tanto en el consecuente incremento
en la [Ca®"]i, se evaluo el efecto del compuesto
sobre el potencial electroquimico mitocondrial
del parasito obteniéndose un elevado efecto di-
sipador de dicho gradiente, el cual se traduce en
la liberacion de la rodamina 123. La actividad
desacopladora de la fosforilacion oxidativa se
ha reportado en las chalconas y dihidrochalco-
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nas y estd asociada a la presencia de hidroge-
no o hidroxilo en las posiciones 2" y 4" (44).
Estos resultados apoyan el efecto desacoplador
del flavonoide 1 obtenido en el presente tra-
bajo. Se ha reportado que muchos flavonoides
tienen actividad sobre la mitocondria de diver-
sos parasitos del género Leishmania. Tal es el
caso de quercetina sobre la mitocondria de L.
amazonensis reportado por Fonseca-Silva y col.
en el 2011 (45). Sus resultados sugieren que el
compuesto estd involucrado en el colapso mi-
tocondrial por la produccion de especies reac-
tivas de oxigeno ROS (Reactive Oxygen Spe-
cies), lo cual reduce severamente el nimero de
parésitos. Estos mismos investigadores en otro
estudio realizado mas recientemente (35), de-
mostraron el mismo efecto de ROS sobre estos
promastigotes, pero utilizando la apigenina. Por
otra parte, usando microscopia electronica, Zhai
y col. (46) demostraron que la licochalcona A
altera la ultraestructura mitocondrial de promas-
tigotes y amastigotes de L. major de una forma
dependiente de la concentracion y sin alterar los
organelos de la célula huésped. Estos estudios
en conjunto reflejan a la mitocondria como un
blanco de accion de algunos flavonoides, lo cual
apoya los resultados obtenidos en el presente
trabajo.

Con respecto al efecto del flavonoide 1 so-
bre los acidocalcisomas, se obtuvo que la adi-
cion del compuesto produce un incremento en
la fluorescencia, debido a la liberacion de la na-
ranja de acridina acumulada en estos organelos.
A 50 uM se pudo observar que el compuesto
alcaliniza casi totalmente a los acidocalcisomas,
ya que el efecto de la nigericina luego del fla-
vonoide es muy pequefio. Cuando se invierte el
orden de adicion de los compuestos, se observa
que la nigericina genera un rapido aumento en la
fluorescencia, aunque parcial, ya que es seguido
nuevamente por otro aumento inducido por el
flavonoide 1 a 50 uM. La posible explicacion
a este comportamiento es que, sabiendo que la

nigericina es conocida por su capacidad de al-
calinizar completamente los acidocalcisomas de
estos parasitos (47) y que la naranja de acridina
se acumula en organelos acidicos, el compuesto
podria estar actuando sobre otros organelos tales
como las vacuolas acidicas y los fagolisosomas
(48), generando asi una liberacion del fluordfo-
ro de dichos compartimientos, lo cual se tradu-
ciria en un incremento en la fluorescencia. En
todo caso, estos experimentos demuestran que
los acidocalcisomas son un blanco muy sensible
para la accion de este flavonoide.

Todos estos resultados tomados en conjun-
to permiten sugerir que el flavonoide 1 podria
constituir la base para un futuro tratamiento
contra la leishmaniasis. Es un compuesto venta-
joso ya que el IC,  sobre macrofagos infectados
con amastigotes resulto ser bajo, ademas de ser
relativamente poco toxico para la célula hués-
ped. Cabe destacar que el compuesto objeto de
este estudio es totalmente natural y su efecto an-
tileishmanial podria ser potenciado en un futuro
modificando quimicamente su estructura. Ade-
mas, podria ser utilizado en conjunto con otro
compuesto con propiedades leishmanicidas co-
nocidas a fin de procurar un efecto sinergistico.
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