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Resumen

La malaria, ocasionada por Plasmodium falciparum es una de las enfermedades con
mayor indice de mortalidad en el mundo. Segin nuevas investigaciones, este ha presentado
resistencia ante medicamentos por lo que ha incentivado la busqueda de nuevos tratamientos.
El compuesto SHAO OUC-ZXQ-03, derivado de metabolitos secundarios aislados en el hongo
Cochliobolus lunatus, ha mostrado ser un inhibidor ante el parésito. En esta investigacion se
buscé evaluar la actividad inhibitoria del compuesto en cultivos in vitro e in vivo de Plasmodium
falciparum. Para esto, se realizaron ensayos de microscopia, incorporacion de yoduro de
propidio (IP), hemdlisis y potencial de membrana en cultivos in vitro de Plasmodium falciparum
(iRBC). Para los ensayos se tomo en cuenta el doble de la concentracion inhibitoria media
méaxima (IC50) de 1.84 uM, siendo este 4 uM. En el ensayo de microscopia no se observo
inhibicién en los cultivos iRBC por parte del compuesto. No obstante, en las pruebas
incorporacion de IP, confirmado por el ensayo de hemdlisis, se observé dafios en la membrana.
Mientras que, en los ensayos de potencial de membrana, se exhibia una hiperpolarizacion de la
membrana, iniciando una muerte celular. A pesar del compuesto presentar inhibicién ante los
previos ensayos, este no se observé en el ensayo de microscopia; por lo tanto, se realiz6 una
ultima prueba de 1C50 para validar lo observado en la literatura. Esta indicé que el 1C50 no se
encontraba en 1.84 pM, sino en 12.48 uM. Dicho incremento pudo ser ocasionado al
resuspender el compuesto liofilizado. Indicando asi que, el compuesto puede llegar a ser
funcional e inhibir cultivos de iIRBC. En sintesis, es recomendable realizar una prueba de 1C50

antes de iniciar los ensayos.

Palabras Claves: Plasmodium Falciparum, Actividad Antiplasmodial, Malaria



Abstract

Malaria, caused by Plasmodium falciparum is one of the diseases with the highest mortality rate
in the world. According to new research, it has shown resistance to medications, which has
encouraged the search for new treatments. The SHAO OUC-ZXQ-03 compound, derived from
secondary metabolites isolated in the fungus Cochliobolus lunatus, has been shown to be an
inhibitor against the parasite. This research sought to evaluate the inhibitory activity of the
compound in in vitro and in vivo cultures of Plasmodium falciparum for this the following tests
were performed: microscopy, incorporation propidium iodide (PI), hemolysis, membrane
potential in in vitro cultures of Plasmodium falciparum (iRBC). For the assays, twice the half-
maximal inhibitory concentration (IC50) of 1.84 uM was considered, this being 4 uM. In the
microscopy assay, no inhibition was observed in the iRBC cultures with the compound.
However, in the IP incorporation tests, confirmed by the hemolysis test, damage to the
membrane was verified. While, in membrane potential assay, a hyperpolarization of the
membrane was exhibited, initiating cell death. Although the compound presents inhibition in
the previous tests, this will not be observed in the microscopy test; Therefore, a final 1C50 test
was performed to validate what was observed in the literature. This indicated that the IC50 was
not at 1.84 uM, but at 12.48 uM. This increase could have been caused by resuspending the
lyophilized compound. Thus, indicating that the compound can become functional and inhibit

IRBC cultures. In summary, it is advisable to perform an 1C50 test before starting the tests.

Keywords: Plasmodium Falciparum, Antiplasmodial Activity, Malaria



Introduccion

La malaria, infeccion parasitica causada por Plasmodium falciparum, es una de las mas
antiguas y dispersas parasitosis a nivel mundial. Esta se presenta en forma de fiebres periodicas
mortales, como también esplenomegalia, en escritos egipcios y chinos que datan de los afios
2700 a.C. Sin embargo, en la actualidad, este se encuentra mayormente presente en latitudes
subtropicales como Africa y Brasil (Suh, Kain, & Keystone, 2004; Garcia, 2010). Esto se
atribuye a que los paises con problemas econémicos no tienen los medios, ni recursos
suficientes, para poder contrarrestar los vectores que transmiten el Plasmodium falciparum o las

infecciones que ocasiona el mismo (WHO, 2005).

Segln los estudios moleculares realizados en la investigacion de "Mdltiples Introducciones
Independientes de Plasmodium falciparum en América del Sur”, la presencia de P. falciparum
se presenta luego de la migracion europea a América y la trata transatlantica de esclavos
africanos (Yalcindag et al., 2011). La introduccion del parésito de la malaria se presenta
alrededor del afio 1560 por medio de la accién de vectores; conclusion obtenida luego del
analisis de marcadores genéticos, por medio de marcadores microsatélites, trazables a un loci
proveniente de Africa. Esto se sugiere a raiz de la data molecular obtenida, en donde se indica
que la especie europea, ya extinta, de P. vivax, puede haberse introducido varias veces, hace
menos de 500 afios, durante esta forzada reubicacion de esclavos africanos (Griffing et al.,

2015).

Tras afios de contrarrestar el parasito se da la primera campafia masiva contra la malaria en
Brasil, en donde, se estima la muerte de 10,000 personas parasitadas. Es en la década de los 30

que se presenta la llegada de botes provenientes de Africa conteniendo la especie de Anopheles



arabiensis, vector de la malaria. Es a raiz de esta llegada que se observa un aumento de casos,
ocasionando que el 20 % de la poblacidn brasilefia presentara parasitosis (Carlos et al., 2019).
Esto lleva a la Fundacion Rockefeller a presentar la segunda camparia que, hasta el momento,
es considerada una de las campafias mas efectivas en contra de los vectores africanos,

permitiendo la eliminacion del mosquito en tan solo dos afios (Killeen et al., 2002).

A pesar de ser una de las campafias mas exitosas, no se logro erradicar por completo el parasito
de la malaria. Es de esta manera en que se presenta una tercera campafia, mediante el uso del
dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), como control del mosquito y cloroquina como control del
parésito (Carlos et al., 2019); sin embargo, el DDT fue eliminado como control de vector debido
a los efectos secundarios que ocasiono en la poblacion como vémitos, temblores o temblores y

convulsiones (EPA, 2022; CDC, 2021).

Como antes mencionado, el constante movimiento poblacional a lo largo de los afios ha llevado
al aumento de la parasitosis en la poblacion (Carlos et al., 2019). Dicho esto, para poder crear
un programa de erradicacion de malaria se debe tomar en cuenta el movimiento poblacional mas
con el advenimiento de las nuevas tecnologias de transporte (Tatem & Smith, 2010). Esto es
necesario mencionarlo ya que este movimiento poblacional ha ocasionado que, el paréasito de la
malaria Plasmodium falciparum, cuente con una reserva genética que permite su mutacion o la
aparicion de nuevos linajes de la especie (Rodrigues et al., 2018). Esto explica la resistencia que
presenta la malaria ante los medicamentos como la cloroquina, los cuales se presentan a raiz de
multiples mutaciones en el transportador resistente de cloroquina de Plasmodium falciparum
(PfCRT) (Wellems & Plowe, 2001). Cabe destacar que la resistencia al tratamiento, no solo se
presenta en Brasil sino también en otros paises afectados por el parasito como, por ejemplo, el

Sureste de Asia. En la Republica del Congo, entre las fronteras de Tailandia y Cambolia, se ha



comenzado a evaluar la eficiencia del tratamiento con Artemisinina en pacientes que presentan
P. falciparum, los cuales tuvieron resultados desalentadores (Ashley et al., 2014). Debido a esto
se ha tomado en cuenta la genética de los organismos para tener una mejor comprension de esta
resistencia. Se han estudiado algunas modificaciones en el gen Kelch13 del cromosoma 13 de
P. falciparum, con la finalidad de saber si existe relacion entre dicho gen y la resistencia al
tratamiento con Artemisinina. Afortunadamente, esta variacion genética no estid presente

globalmente, pero sigue la inquietud de que la misma va en aumento (Sibley, 2015).

De esta manera, en colaboracién con el Instituto de Investigaciones Cientificas y Servicios de
Alta Tecnologia (INDICASAT) y La universidad de Panama (UP), se busco evaluar la actividad
antiplasmodial del compuesto SHAO OUC-ZXQ-03, compuesto que ha presentado reduccion

de la parasitemia en presencia del parasito de la malaria, Plasmodium falciparum.



Capitulo I: Marco Teorico



1.1. Revision Bibliogréfica

Plasmodium spp, pertenece al Filo Apicomplexa, Orden Haemosporida y Familia
Plasmodiida, con mas de 200 especies descritas. Es un género de parasitos unicelulares que
infectan a vertebrados e insectos, mientras que algunos principalmente infectan a los humanos

(Sato, 2021).

Entre las especies de Plasmodium spp, reportadas podemos mencionar al P. vivax, P. ovale, P.
malariae, P. falciparum y P. knowlesi (WHO, 2022; CDC, 2023), las cuales son transmitidas a
través de la picadura del mosquito Anopheles (vector) hembra que han sido previamente
infectados con sangre humana afectada; a excepcion del P.knowlesi, que puede infectar a monos
macacos, encontrados en el sureste Asia, para luego infectar al humano por medio de dicho

vector (Ramasamy, 2014).

Su ciclo de vida implica el desarrollo en un insecto huésped que se alimenta de sangre, que
luego inyecta los parasitos en un huésped vertebrado durante una ingesta de sangre y, por lo
general, se desarrollan en el higado antes de ingresar al torrente sanguineo e infectar los glébulos

rojos, lo que provoca la enfermedad de la malaria (Sato, 2021).

Esta enfermedad puede llegar a presentar una sintomatologia leve como escalofrios, debilidad,
sudoracion, fiebre, dolor de cabeza, entre otros, potencialmente pueden ser considerados como
sintomas virales. Sin embargo, de no ser tratado apropiadamente, este puede desarrollarse en
una enfermedad grave con sintomas como la anemia severa, insuficiencia renal e insuficiencia
multisistémica. Como consecuencia, podria hasta ocasionar la muerte. Segun el “"World Malaria
Report 20227, solo en el afio 2021 se reportaron un total de 247 millones de casos donde 619

mil de ellos resultaron en defunciones (WHO, 2022; Garcia, 2010).



1.1.1. Ciclo de Vida de Plasmodium falciparum

La malaria cuenta con dos fases en su ciclo de vida. La primera se lleva a cabo dentro de su
vector Anopheles spp, (mosquito). En esta se presentard el ciclo esporogoénico en donde el
parasito de la malaria madura y se vuelve infeccioso. En la segunda fase presentada en su
hospedador (el humano) cuenta con el ciclo exo-eritrocitico, en donde el esporozoito, inyectado
por el mosquito, entra al higado e infecta sus células para su reproduccion, ruptura y liberacion
con destino al sistema sanguineo; y cuenta con el ciclo eritrocitico en donde el esquizonte
liberado entra al eritrocito y se reproduce de manera sexual y asexual. El ciclo se repite una vez
un mosquito hembra se alimente de un hospedador parasitado e ingeste su estadio sexual (CDC,

2020).
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las células del hospedador para su reproduccion, hasta su ruptura y liberacion del estadio de esquizonte.
En el esquema B. muestra el ciclo eritrocitico, llevado a cabo en la sangre del hospedador, donde este
sigue su infeccion por reproduccion sexual o asexual. El esquema C. muestra el ciclo esporogdnico donde
el mosquito (vector), por medio de picadura, toma al parésito donde este pasa de ser un paréasito sin la
capacidad de infectar a ser infectivo (CDC, 2020).

1.1.1.1.  Ciclo Exo-eritrocitico

Como se muestra en el ciclo de vida de Plasmodium spp, (Figura 1) el ciclo exo-
eritrocitico, también conocido como fase de tejido, inicia una vez el esporozoito es inyectado al
hospedador. Dentro del vector infectado el esporozoito se dirige a las glandulas salivares del
mismo. Es aqui donde el mosquito produce un anticoagulante que utiliza al momento de
alimentarse de sangre. Es por este medio que el esporozoito utiliza como transporte el
anticoagulante para entrar al hospedador mientras que el vector se alimenta. Segin Renu Tuteja
en su investigacion "Malaria”, al esporozoito ser inyectado, este se mantiene en la misma

ubicacion por un par de horas antes de su movimiento (Tuteja, 2007; Autino et al., 2012).

~/

Esporozoitos

Etapas Tempranas Etapas Tardias del
del Higado Higado

Figura 2. Ciclo Exo-eritrocitico del parasito de la Malaria. Se observa el esporozoito entrando a la
célula hepética donde se reproducird asexualmente. La célula hepatica en su estadio tardio libera los
merosomas, que contienen merozoitos, permitiendo su facil y seguro movimiento hacia el torrente
sanguineo (Shears et al, 2019).
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Una vez en el sistema del hospedador, el esporozoito se dirige al higado donde penetrara las
células hepaticas del mismo (Figura 2). Dentro de estas células se dard inicio a su reproduccion
asexual de replicacion, estadio también conocido como esquizonte. Esta reproduccion del
parésito podria durar entre 9 a 16 dias, sin embargo, el hospedador no presentara ningun tipo de

sintomatologia en este momento (Tuteja, 2007; CDC, 2020).

Cada esquizonte podra reproducir entre 8 a 24 merozoitos, los cuales seran liberados al torrente
sanguineo una vez fuera de las células hepéticas. Para poder facilitar el movimiento de dicho
estadio al torrente, la célula hepética libera una vesicula conocida como merosoma. Este
funciona como una especie de proteccion y transporte para los merozoitos. Al entrar al torrente
sanguineo los merozoitos son liberados para comenzar a infectar los eritrocitos, dando inicio al

ciclo eritrocitico (Tuteja, 2007; CDC, 2020; Shears et al., 2019).

Cabe resaltar que esta fase de tejido o ciclo exo-eritrocitico puede variar entre las especies de
Plasmodium. Esta fase en P. ovale puede tomar de 9 a 17 dias, en P. malariae de 15 a 30 dias,

P. vivax de 8 a 27 dias, mientras que en P. falciparum puede tomar de 8 a 25 dias (Tuteja, 2007).

1.1.1.2.  Ciclo Eritrocitico
El ciclo eritrocitico, conocido de esta manera por llevarse a cabo en los eritrocitos del
hospedador, da inicio una vez los merozoitos son liberados al torrente sanguineo. Es aqui donde

se inicia una secuencia de etapas que contribuiran a la invasion del eritrocito.
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Figura 3. Invasion del Eritrocito por el Merozoito. ElI merozoito inicia su reconocimiento de la
membrana del eritrocito (union reversible). Al reconocerlo este se reorienta posicionando su extremo
apical hacia dicha membrana para librar sustancias de los micronemas y organulos roptrios que
facilitaran su ingreso (union irreversible), lo cual lleva a la formacion de la vacuola parasitéfora. Al
posicionarse comienza la unioén de del merozoito con la membrana del eritrocito. Este Gltimo comienza
una invaginacion alrededor del merozoito, mientras este comienza la eliminacion de su cubierta
superficial. Una vez dentro se sella la vacuola parasitofora y la membrana del eritrocito, y este comienza
su reproduccidn asexual (Liffner et al., 2021).

El merozoito inicia su invasion por medio del reconocimiento inicial de la membrana del
eritrocito (Figura 3). A este punto, dicha unién puede ser reversible. Una vez reconocida, el
merozoito inicia su rotacion hasta que su extremo apical se encuentre directamente posicionado
hacia la membra de la célula huésped. Una vez en esta posicion no sera posible que la unién sea

reversible (Chitnis, 2001; Miller et al., 2002).

Dentro del complejo apical del merozoito se encuentran dos organelos que ayudaran a la
penetracién del eritrocito: El organulo roptrio, compuesto por dos roptrios y entre estos el

micronema. Al merozoito estar posicionado frente a la membrana de la célula huésped, dentro
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de su zona apical, los roptrios empiezan a asistir a su union a la membrana del eritrocito. No se
conoce con certeza cdmo funciona su union, pero se cree que estos podrian estar usando los
receptores snap, también conocidos como SNAREs. Estos son marcadores que se encargan de
identificar una membrana celular e interactuar con ella para su fusién. A su vez, los roptrios,
comienzan a darle una forma de cuello de botella al merozoito para su facil union (Liffner et al.,

2021).

El micronema, a su vez, secuestra los receptores de la membrana del eritrocito y los libera en
altas concentraciones en el extremo apical estimulando la célula huésped el ingreso del
merozoito. Esta estimulacion atribuye a la formacion de una invaginacion del eritrocito,
conocido como la vacuola parasitéfora. Es durante la insercion a la célula que el merozoito
remueve su capa superficial y, una vez dentro, se libera la vacuola parasitofora y la membrana
del eritrocito para sellar los espacios de ingreso. Es de esta manera en que se inicia la

reproduccion asexual del Plasmodium spp, (Tuteja, 2007).

Invasion de
Merozoitos

Esprozoitos Merozoito

Infeccion 3 Glébulos
Vo \ Rojos
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Placenta

Merozoitos
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; . Ciclo
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Adhesion al |
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Figura 4. Ciclo Eritrocitico de Plasmodium Spp, enfocada en el Ciclo Eritrocitico. Se puede observar
la liberacién del merozoito del higado al torrente sanguineo, la invasion del eritrocito y, una vez dentro
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de la célula, su ciclo asexual. Este inicia como anillo, pasa a ser un trofozoito, que luego sera un
esquizonte que por ultimo liberara merozoitos, comenzando nuevamente su ciclo o madurando a
gametocitos para seguir con su ciclo de vida (Miller et al., 2002).

En la célula huésped, el parésito inicia su primera etapa en su ciclo asexual el trofozoito
temprano, conocido como “anillo” por su morfologia. A través de su desarrollo a un trofozoito
maduro, este es acompafiado por un alto metabolismo que incluye glucdlisis de altas cantidades
de glucosa, ingesta de citoplasma de la célula huésped y proteolisis de la hemoglobina (Miller

et al., 2002; Tuteja, 2007).

Una caracteristica que presenta Plasmodium spp, es que este no cuenta con la capacidad de
degradar el subproducto hemo, generado por la prote6lisis de la hemoglobina durante su
desarrollo, debido a este ser toxico para €él. Es de esta manera en que, durante el proceso de
degradacion de la hemoglobina, este polimeriza el subproducto dando como resultado la
hemozoina (pigmento palldico), sustancia almacenada en la vacuola alimentaria (Guzméan et al.,

1994).

Por ultimo, al completar su desarrollo, el trofozoito lleva a cabo una divisién nuclear iniciando
su Gltima etapa conocida como “esquizonte™. Es en esta divisidn que se forman los merozoitos
encontrados dentro del esquizonte. Una vez maduros, la célula se rompe y una parte de los
merozoitos sera liberada al torrente sanguineo para infectar glébulos rojos no infectados y otra
parte se diferenciara en microgametocito (macho) o macrogametocito (hembra) para seguir el
ciclo en su vector. Dicho ciclo de infeccion podria tomar 48 horas, sin embargo, la aparicion de

los gametocitos puede demorar de 10 a 12 dias (Miller et al., 2002).

Es necesario mencionar que, en el estadio de anillo, la célula podra seguir suspendida en el

torrente sanguineo. Sin embargo, al iniciar su estadio de trofozoito y esquizonte este se adhiere
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al endotelio o en la placenta, en casos de embarazo, como se ve reflejado en el ciclo de vida de
Plasmodium spp, (Figura 4). Esto se debe a que el parasito se asegura que, a lo largo de su
desarrollo, la célula huésped no se vea mayormente afectada por agentes exteriores debido a la

fragilidad durante este tiempo (Miller et al., 2002).

1.1.1.3.  Ciclo Esporogonico
El ciclo esporogénico, también conocido como ciclo sexual por la fase en que se encuentra
el parésito, da inicio una vez el vector (el mosquito Anopheles) se alimente de un huésped

parasitado, como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Ciclo Esporogonico de la Malaria. EI mosquito Anopheles, al alimentarse del huésped
infectado, ingiere el gametocito de Plasmodium spp, los cuales llegan al intestino del vector. En el
intestino es pasa por una serie de cambios morfoldgicos para luego, los gametos, fusionarse entre si y
formar un cigoto, que luego se transformara en un ooquineto. Este Gltimo produce los esporozoitos que
migraran a las células salivares para su insercion a un nuevo huésped (Spencer et al., 2016).
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Los microgametocitos y macrogametocitos ingresan al Anopheles hembra, por medio del
esofago, hasta llegar al intestino medio donde iniciaran su ciclo de vida sexual. Es luego de esta
ingesta en que los gametocitos inician la formacion de gametos por medio de gametogénesis.
Dicha fertilizacion permitira la formacion de un cigoto, el cual ejecutard una meiosis para llevar
a cabo una recombinacion genética y un cambio morfoldgico. Este cambio morfologico permite
la diferenciacion de un cigoto, que presenta una forma redonda, a un ooquineto que presenta

una forma elongada (Aly et al., 2009).

El ooquineto cuenta con una serie de organulos secretores conocidos como micronemas. Estos
organulos estan directamente involucrados en la motilidad del parasito. Este permite su
movimiento a través de capa de matriz peritréfica, capa que encapsula la sangre ingerida, y el
epitelio del intestino medio del mosquito para poder llegar al lado basal del epitelio. Este
recorrido es conocido como recorrido celular, fendmeno llamado de esta manera por su
semejanza con los esporozoitos a través de los hepatocitos del huésped parasitado. El ooquineto
inicia su movimiento a través de las células epiteliales del vector hasta llegar al lado basal del
epitelio, donde se adhieren a la pared del intestino. Esto finaliza su migracién e inicia su
formacion como un ooquiste. Dicho estadio luego se desarrolla en los esporozoitos, los cuales
migraran a las glandulas salivares del vector, cerrando de esta manera el ciclo de vida de

Plasmodium falciparum (Aly et al., 2009).

1.1.2. Sintomas

Al verse afectado el individuo, luego de la picadura del mosquito Anopheles, este inicia su

periodo de incubacidn que puede tomar de 7 a 30 dias dependiendo de la especie de parasito que
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es inyectado. Por lo general el periodo de incubacion de P. falciparum es menor al periodo de

incubacion de P. malariae, el cual tiende a ser mucho mas largo (CDC, 2022).

Segln la CDC, los sintomas se pueden ver separados en 3 etapas diferentes, que pueden durar

entre 6 a 10 horas. No obstante, existe la posibilidad del individuo infectado presentar una

combinacidn de los sintomas que se mencionaran a continuacion (CDC, 2022).

Etapa Fria. Esta etapa puede durar entre 15 a 60 min y se caracteriza por ser una etapa
donde el individuo sentira frio. ES en esta etapa en que presentara sintomas de escalofrios
y de baja temperatura (Crutcher et al., 1996; CDC, 2022).

Etapa caliente. La siguiente etapa que presenta puede durar entre 2 a 6 horas y se
caracteriza por el individuo presentar una fiebre que puede llegar a 41 °C. En esta etapa
el individuo infectado podra presentar, ademas de fiebre, dolores de cabeza, vomito y en
ciertos casos presentara piel seca. En el caso de los nifios podrian hasta presentar
convulsiones (Crutcher et al., 1996; CDC, 2022).

Etapa de Sudoracién. Esta es la terceray ultima etapa que puede durar de 2 a 4 horas.
Esta se caracteriza por la fiebre bajar de manera abrupta, lo que ocasiona que el individuo
comience a sudar. Es normal que a esta altura el individuo infectado también presente

cansancio (Crutcher et al., 1996; CDC, 2022).

Este ciclo de etapas es conocido como “Fiebre Malarial”. Se conoce de esta manera por el

crecimiento del esquizonte en el individuo infectado, sin embargo, puede variar su periodo

dependiendo de la especie que infecte. En otras palabras, P. vivax y P. ovale son conocidos por
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presentar una fiebre terciana o "malaria terciana”, ya que su esquizonte madura cada 48 horas.

En cambio P. malariae presenta una fiebre cuartana o "malaria cuartana™ por su esquizonte

madurar a las 72 horas, mientras que P. falciparum deberia presentarlo cada 48 horas, pero su

ciclo tiende a ser irregular. Es necesario mencionar que en ausencia de este ciclo no descarta la

presencia del Plasmodium en el individuo (Crutcher et al., 1996).

De la infeccion persistir esta puede transformarse en malaria severa. Esto es indicativo de que

la infeccidn ha ocasionado complicaciones en los 6rganos del individuo como también en su

metabolismo. Segun la CDC, algunos de estos sintomas podrian ser (CDC, 2022):

Malaria Cerebral. Complicacion que ocasiona convulsiones, epilepsia, perdida de su
sistema cognitivo y afectaciones neurologicas. En el peor de los casos, el paciente podria

quedar en coma (Idro et al.,2010).

Anemia. Ocasionada por la constante hemdlisis, dirigida por la reproduccion del
parasito. En el caso de los individuos infectados por Plasmodium falciparum, este puede

Ilegar a ocasionar en ellos anemia severa en ellos (CDC, 2022).

Hemoglobinuria. Hemoglobina en la orina, también ocasionada por la hemdlisis
prexistente provocada por el parasito. Sin embargo, también se puede ver generada por
anemiay la insuficiencia renal, sintomas ocasionados por la enfermedad (Ajetunmobi et
al., 2012).

Sindrome de Dificultad Respiratoria Aguda (SDRA). Este sintoma es ocasionado por
la alta afectacion de los pulmones donde se presenta una inflacion pulmonar y desarrolla

una degradacion de la membrana capilares alveolares, membrana que permite el traspaso
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de gases entre el alveolo y el capilar pulmonar. Debido a esta afectacion se da la
infiltracion de microhemorragias, leucocitos y edema vasogénico en los pulmones
(Vandermosten, et al., 2018)

Coagulopatia. Esto se refiere a la anormalidad en la coagulacién de la sangre. La
coagulacién intravascular diseminada (CID) mejor describe este sintoma. En otras
palabras, debido de la hemostasis estar fuera de control el individuo comienza a coagular
la sangre mas de lo normal, lo que ocasiona isquemia, o simplemente no coagula la
sangre lo que facilita su desangrado de cortarse (Angchaisuksiri, 2014).

Hipotension. Esto indica que el individuo presenta baja presion arterial, provocado por
el colapso cardiovascular (CDC, 2022).

Afectacion aguda del higado. Este sintoma severo presente en individuos infectados
con la enfermedad se debe a la reinfeccion del mismo. Estas complicaciones podrian
provocar disfuncion hepatica, lesiones renales, hepatomegalia, etc. (Silva et al., 2017).
Hiperparasitemia. Se considera una hiperparasitemia si el individuo infectado, presenta
mas del 5% de los glébulos rojos infectados (CDC, 2022).

Acidosis metabdlica. Consiste en el individuo infectado no cuenta con la capacidad de
eliminar correctamente las sustancias toxicas del cuerpo, por medio de los rifiones, por
lo que ocasiona la alta cantidad de liquidos &cidos corporales. Esto a su vez, esta

acompariado por vomitos, diarreas, etc. (Burger & Schaller, 2023).

Tratamientos

En la actualidad, la CDC ha probado una serie de tratamientos para contrarrestar el

parasito de la malaria. Dependiendo de la evaluacion médica de cada individuo, el tratamiento

puede variar. Para aquellos individuos que presenten un paludismo no complicado se puede
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utilizar los siguientes tipos de tratamientos: El tratamiento a base de arteméter-lumefantrina,
que es considerada un tratamiento de fécil acceso y de amplio uso incluyendo a pacientes
pediétricos; el tratamiento de sulfato de quinina que puede ser administrado de via oral, ya sea
solo o con otros medicamentos, y debe ser tomado por un periodo de 5 a 7 dias. Por altimo, el
tratamiento a base de mefloquina el cual debe ser ingerido por si solo y mayormente utilizado

para casos especiales como lo son las reacciones neuropsiquiatricas (CDC, 2024).

Para los casos més graves y avanzados contamos con el tratamiento de artesunato intravenoso.
Este debe ser aplicado inmediatamente de manera intravenosa al paciente presente alguno de
los siguientes sintomas: inconsciencia, estado de coma, shock, baja hemoglobina, problemas de
dificultad respiratoria lesiones renales, etc. Si bien es cierto, este tratamiento deber ser aplicado
de manera inmediata, sin embargo, muchas veces solo se encontraran disponible de manera oral.
El tratamiento puede ser iniciado oralmente si el paciente puede sostener el medicamento, pero

una vez esté disponible el tratamiento por intravenosa este debe ser aplicado (CDC, 2024).

Por ultimo, las mujeres embarazadas pueden seguir el mismo tratamiento que el resto de los
pacientes. Para los casos severos deben ser tratadas de inmediato con artesunato intravenoso.
Mientras que para aquellos casos que no sean severos pueden utilizar arteméter-lumefantrina,
mefloquina o sulfato de quinina, pero deben seguir su tratamiento completo de 7 dias sin falta.

De otra manera el parésito podria crear una resistencia ante el antipaludico (CDC, 2024).

1.1.3.1. Resistencia a los Tratamientos y Nuevas Investigaciones

En recientes hallazgos, el parésito de la malaria, ha comenzado a presentar no solo

resistencia ante medicamentos, sino también su vector presenta resistencia ante insecticidas. En
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vista de la creciente problematica, la comunidad cientifica ha considerado la busqueda de
antipaltdicos a base de los productos naturales por su eficacia, seguridad, menor costo y
viabilidad; igualmente contemplando que los productos antimalaricos mas eficientes

(cloroquina y artemisinina) fueron obtenidos de productos naturales (Uzor et al., 2020).

Se ha reportado que el resurgimiento de la malaria por parte P. falciparum y la resistencia ante
los antipaldicos se debe a la interaccion que presenta en relacion con las comunidades humanas,
vectores infectados y el ecosistema. Es decir, el movimiento poblacional facilita la propagacion
de vectores. A esto se le suma el cambio climético que, en presencia de humedad y los cambios
en la temperatura, incide directamente en la facilitacion del crecimiento del vector reduciendo
la mortalidad de los insectos y aumentando la propagacién de la malaria. Dicho esto,
investigadores han evaluado una serie de productos naturales con la capacidad de contrarrestar
al parasito P. falciparum incluyendo plantas y hongos de distintas especies, catalogandolas en
base a su extraccion, su capacidad antiplasmodial y toxicidad, e informacion adicional de
investigaciones realizadas utilizando dichos agentes naturales, esto con el fin de facilitar la

bdsqueda de nuevos compuestos antimalaricos (Grazia et al., 2020).

Ante la evaluacién de productos naturales, una de las clases mas eficientes en presencia de
resistencia malarial, se encuentran los policétidos. Segln recientes investigaciones, se
observaron por tres décadas la capacidad metabdlica y actividad biologica de dichos hongos.
Fue durante los afios 2007 al 2016 en que se registraron una amplia gama de metabolitos
secundarios, aislados de productos provenientes del hongo, determinando que dichos
metabolitos presentaban una actividad antimicrobial ante diversos organismos (Hussain et al.,
2017). Estos estudios propulsaron a futuras investigaciones donde, en el afio 2019, se presenta

el "Policétidos Fungicos: Diversidad Quimica y sus Efectos Citotdxicos™ describiendo la
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citotoxicidad de distintos tipos de metabolitos secundarios aislados de los policétidos (quinonas,
xantonas, versixantonas, perilenquinonas, chaetoglobosinas, citocalasanos, benzofuranonasy c-
lactonas) y la capacidad antimicrobial que estos pueden presentar (citotdxica, antibacterial,

antifungica, antiparasitica e inmunosupresora) (Hussain et al., 2019).

Simultaneamente se realizaron estudios a base de metabolitos secundarios obtenidos de los
policétidos, las lactonas de acido resorcilico. En esta investigacion se logré extraer, del hongo
Cochliobolus lunatus, 3 nuevos grupos de Lactonas de acido resorcilico de 14 miembros
(RAL14, por sus siglas en inglés). Dichos metabolitos presentaron una nueva capacidad de
actuar como antifouling o antiincrustante (evita el crecimiento de organismos subacuaticos, y
facilita su desprendimiento en superficies sumergidas), actividad detectada por primera vez en

esta especie, como también actividades antibacteriales y citotdxicas (Shao et al., 2011).

Siguiendo la caracterizacion de estos nuevos 3 compuestos, se realiza una esquematizacion
estructural, como también una evaluacion antiparasitaria y citotdxica de lactonas de acido
resorcilico obtenidas (grupo de policétidos 1-6) y los derivados semisintetizados de estas (grupo
de derivados 11-27); con el fin de evaluar su actividad in vitro ante los parasitos de P. falciparum,
Leishmania donovani y Trypanosoma cruzi. Dicha investigacién da como resultado que el
derivado 11, también conocido como SHAO OUC-ZXQ-03, presenta resultados prometedores,
en donde el IC50 fue de 1.84 pM (Zhang et al., 2017), indicando una alta actividad

antiplasmddica. La mas alta dentro de los compuestos probados.

Como se plantea en la "Evaluacion de las Actividades Antiplasmodiales y AntipalUdicas de
Extractos de Semillas de Soja (Glycine max) en Cultivos de Parasitos de P. falciparum y
Ratones Infectados con P. berghei” (Nyandwaro et al., 2020), es importante evaluar el

compuesto de manera in vitro e in vivo para asi observar la capacidad del compuesto no solo en
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un cultivo sino su desarrollo en un organismo vivo. Este estudio determina la capacidad del
producto natural obtenido de Glycine max dando resultados alta actividad antiplasmddica en
cultivos de P. falciparum y ratones infectados con P. Berghei, parasito que solo infecta a ratones
y ocasiona los mismos sintomas que su homologo en humanos P. falciparum (Nyandwaro et al.,

2020).

En el "Estudios de Farmacologia de Seguridad para Productos Farmacéuticos Humanos S7a”
donde se menciona lo necesario para llevar a cabo una prueba de seguridad in vivo bajo la
presencia de un posible farmaco. Es decir, indicando de esta manera la forma més apropiada de
manejar el estudio para observar los efectos que podria tener dicha sustancia en un organismo

vivo y los efectos que se podrian encontrar (ICH, 2000).
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Objetivos

Objetivo General
Evaluar la actividad inhibitoria del compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 en cultivos in vitro

e in vivo de Plasmodium falciparum.

Objetivos Especificos

Realizar cultivos in vitro de Plasmodium falciparum.

Ejecutar ensayos de susceptibilidad con el compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 en cultivo
in vitro de Plasmodium falciparum.

Evaluar los cambios bioldgicos en Plasmodium falciparum ante el compuesto
SHAO OUC-ZXQ-03.

Realizar pruebas seguridad del compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 en ratones C57BL/6 .



24
1.3. Hipdtesis

1.3.1. Hipdtesis de Investigacion
Hi. Se encuentra una variacion de supervivencia al comparar diferentes muestras de
Plasmodium falciparum con o sin la aplicacién del compuesto SHAO OUC- ZXQ-03 sobre las

muestras analizadas.

1.3.2. Hipotesis Cuantitativas
HO. No habra cambio en la supervivencia del parasito Plasmodium falciparum, al aplicar el

compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 sobre las muestras analizadas.

Ha. Habra una disminucion en la supervivencia del parésito de la malaria, Plasmodium

falciparum, al aplicar el compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 sobre las muestras analizadas.



Capitulo Il: Materiales y Métodos
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2.1. Metodologia

2.1.1. Cultivo in vitro de Plasmodium falciparum

Para preparar el cultivo, se siguié el protocolo de Métodos en la Investigacion de la
Malaria (Moll, et al., 2013) el cual consiste en descongelar las cepas del parasito Plasmodium
falciparum, suplementado con sangre fresca 0+. Esta sangre paso por tres lavados con medio de
cultivo RPMI 1640 modificado. Esta modificacion consistio en la adicion de buffer 25 mM de
HEPES, 25 mM bicarbonato de sodio, 25 pL de sulfato de gentamicina y 10% del plasma
humano (Schuster, 2002). Seguido, el cultivo fue incubado a 37 °C y se agregé una mezcla de
gases de 5% de CO2, 5% de Oz y 90% de nitrogeno. Adicionalmente, una vez por semana, se
agrego 2% de hematocrito al cultivo. Al alcanzarse el 1% de la parasitemia, se consider6 que ya
se mantenian en las condiciones aceptables para los siguientes ensayos (figura 6) (Pardave et

al.,1997).

Medio de cultivo RPMI 1640

modificade RBC

] y/ Cultivo de Plasmodium
ﬁ falciparum
_

Muestra de J
Plasmodium falciparum

o
— -
d

Muestra descongelada de Se realizan 3 lavados con medio ~ N Se agrega 2% de hematocrito al cultivo, una vez
Plasmodium falciparum de cultivo RPMI 1640 modificado Se incuba la muestra a 37 °C por semana, hasta alcanzar 1% de parasitemia

Figura 6. Cultivo in vitro de Plasmodium falciparum. Representacion esquematica del cultivo donde
se descongela la muestra del parésito, para luego ser lavado 3 veces con RPMI e incubado a 37 °C. Donde
se revisa y se agrega 2% de hematocrito por semana hasta alcanzar un 1% de parasitemia.

2.1.2. Resuspensién del Compuesto SHAO OUC-ZXQ-03
Para llevar a cabo los siguientes ensayos se utilizaron muestras del compuesto SHAO

OUC-ZXQ-03 liofilizadas, diluidas en DMSO. El I1Cso de dicho compuesto es de 1.84 uM
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(Zhang et al., 2017), sin embargo, para poder observar la inhibicion completa de los parésitos
se busco utilizar el doble de este, redondeandolo a una concentracion de 4 uM. Para llegar a esta
concentracion se diluyo 1 pug de la muestra liofilizada y se diluyo en 250 pL. de DMSO y de esta
se realizo una dilucion seriada hasta llegar a los 4 uM en un plato de 96 pocillos. Tomando asi,
de la dltima dilucién, 2.7 uL que fueron diluidos en el pocillo de 200 pL de muestra para que

estuviese en una concentracion de 4 uM como se muestra en la figura 7 (Shao et al., 2011).

Muestra Madre Predilucién Dilucion final en el plato de 96
pocillos
1 mL de RPS 1 mL de RPS
3.6 pL de la Muestra Q %

Madre 10 pL de 1==dilucién 2.7 pL de Ia 2% dilucion

_— —_—» .
250 pL de
DMSO
1 pg de e
SHAQ QUGC-ZXQ-03 Concentracion 3 X104 pi Concentracion 300 pM Concentracion 4 puM

Concentracién 8.2 M

Figura 7. Resuspension del Compuesto SHAO OUC-ZXQ-03. En esta figura se muestra las diluciones
llevadas a cabo para poder diluir una muestra concentrada de 1 pg equivalente 8.2 M del compuesto
SHAO OUC-ZXQ-03. Esta muestra madre liofilizada se diluyo en 250 uL. de DMSO. De esta muestra
madres se tomo 3.6 puL y se diluyo en 996.4 pL de RPS; para luego tomar de esta primera dilucion 10
uL y diluirla en 990 uL de RPS. Por ltimo, se tom¢é de la segunda dilucion 2.7 pL para completar los
200 pL de muestra final, dando asi una concentracion final de 4 uM.

2.1.3. Incorporacion de Yoduro de Propidio

Para observar la muerte celular de los eritrocitos, se utilizé la incorporacion del yoduro
de Propidio (IP), el cual ingresa por los dafios ocasionados a la membrana celular y emitia
fluorescencia (Coronado et al., 2021). Este ensayo se basO en agregar 200 uL de diversas
muestras a un plato de 96 pocillos por triplicado. Las muestras incluian: 200 uL de eritrocitos

infectados con P. falciparum (iRBC) al 2% de parasitemia sin la presencia del compuesto
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(control negativo); 200 uL de eritrocitos sin infectar (RBC), calentados a 80 °C por 20 min para
ocasionar dafios en la célula (control positivo); 200 uL de iRBC calentados a 80 °C por 20 min;
200 pL de iIRBC con el compuesto; 200 uL. de RBC con el compuesto; y 200 uLL de RBC sin el

compuesto, como se muestra en la figura 8 (Coronado et al., 2021).

( T 7 3 4 5 6 7 8 ¥ W0 I IZ )
N ! ] 00000000
[l ] 00000000
ol [ [ | 00000000
iRBC sin el Compuesto ‘ D| ....OOOOOOOO
sem—llcl T 1 | 00000000
iRBC calentados a 80 °C | ‘H....OOOOOOOO

‘G 000000000000

HOOOOOOOOOOOO

RBC con el Compuesto

RBC sin el Compuesto

iRBC con el Compuesto

Figura 8. Esquema del Ensayo de Incorporacion de Yoduro de Propidio. Esta figura presenta el
posicionamiento de las muestras del ensayo de incorporacién de yoduro de propidio. En la fila A se
agregaron las muestras de RBC con el compuesto SHAO OUC-ZXQ-03. En la fila B se encuentran las
muestras de RBC sin el compuesto. En la fila C se agregaron las muestras de iRBC por el parasito, con
el compuesto SHAO OUC-ZXQ-03. En la fila D se encuentran las muestras de iRBC por el parésito, sin
el compuesto. Por Gltimo, tenemos la fila E y F que cuentan con las muestras de RBC calentados a 80 °C
e iRBC calentados a 80 °C, respectivamente.

Las muestras se incubaron a 37 °C durante 3 horas. Una vez culminada la incubacién, se agregd
2 uL del yoduro de propidio a cada muestra. Este se homogeneizo y se dejo reaccionar por 15
min a temperatura ambiente, en un lugar oscuro. Finalmente, el plato fue leido en un fluorémetro

utilizando filtro de excitacion de 485 nm vy filtro de emisién de 645 nm. Una vez obtenido los
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resultados se realiz6 un andlisis estadistico mediante la prueba estadistica T-Student, figura 9

(Torres-Mendoza et al., 2018).

Incubadora

Yoduro de Propidio
|

——3
=>»
>

Se agregan 200 jL de
distintas dianas de cultivos. - o i L
cony sin el compuesto a un propidio en cada pocillo y se incuba excitacion de 485 nm y filtro de emision de 645 nm.

plato de 96 pocillos por 15 min a temperatura ambiente Una vez obtenido los resultados se realizé un

Se incuba la muestra a 37 °C Se agrega 2 |L del yoduro de El plato se lee en un fluorémetro utilizando filtro de

analisis la prueba estadistica

T-Student

Figura 9. Esquema del Ensayo de Incorporacion de Yoduro de Propidio. Esta figura presenta el
posicionamiento de las muestras del ensayo de incorporacion de yoduro de propidio. Una vez estas son
posadas en el plato de 96 pocillos, estas son incubadas a 37 °C durante 3 horas. Una vez culminado este
tiempo, se agrega 2l yoduro de propidio y se incuba por 15 min a temperatura ambiente. Este es luego
leido por el fluorometro utilizando filtros de excitacién de 485 nm y una emision de 645nm. Los
resultados fueron leidos bajo el T-Student.

2.1.4. Hemdlisis

El ensayo de hemdlisis permite observar la presencia de dafos en las células. Para este
fin se siguid el protocolo descrito por Coronado y colaboradores (Coronado et al., 2021), el cual
consistio en utilizar un plato de 96 pocillos que contaban con 200 uL de las siguientes muestras,
por triplicado: 200 uL de iRBC con el compuesto; 200 puL de iRBC sin el compuesto; el control
negativo, 200 uL. de RBC con el compuesto; 200 uL de RBC sin el compuesto; el control
positivo, que contenia 20 pL de Triton X-100 (compuesto quimico que lisa las células) al 0.1%
afiadido en 200 pL de RPMI de RBC; y 20 pL de Triton X-100 al 0.1% afiadido en 200 puL de

RPMI de iRBC (Figura 10).
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Figura 10. Ensayo de Hemodlisis. En la fila A se agregaron las muestras de RBC con el compuesto
SHAO OUC-ZXQ-03. En la fila B se encuentran las muestras de RBC sin infectar sin el compuesto. En
la fila C se agregaron las muestras de iRBC con el compuesto SHAO OUC-ZXQ-03. En la fila D se
encuentran las muestras de iRBC por el parasito, sin el compuesto. Por Gltimo, tenemos la fila E 'y F que
cuentan con las muestras de RBC con Triton al 0.1 % e iRBC con Triton al 0.1 %, respectivamente.

Una vez preparados los pocillos, la placa se incub6 a 37 °C durante 24 horas. Luego de esta
incubacidn, se realizé una espectrofotometria para medir la absorbancia a 415 nm y analizar los
datos. Una vez obtenido los resultados se realizd un andlisis estadistico mediante la prueba

Anova, figura 11 (Torres-Mendoza et al., 2018).

Se realiza una espectrofotometria para medir la

Se incuba la muestra a 37 °C absorbancia a 415 nm y analizar los datos. Una

durante 24 horas vez obtenido los resultados se realizd un analisis
estadistico mediante la prueba Anova

Se agregan 200 pL de distintas dianas de
cultivos con y sin el compuesto a un plato
de 96 pocillos
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Figura 11. Esquema del Ensayo de Hemolisis. Esta figura presenta el posicionamiento de las muestras
del ensayo de hemolisis. Una vez estas son posadas en el plato de 96 pocillos, estas son incubadas a 37
°C durante 24 horas. Este es luego leido por espectrofotometria utilizando filtros de excitacién de 485
nm y una emision de 645nm. Los resultados fueron leidos bajo Anova.

2.1.5. Potencial de Membrana de la Mitocondria

Para observar los cambios en el potencial de membrana de la mitocondria sin
afectaciones, se agregaron las siguientes muestras en un plato de 96 pocillos, por triplicado,
como se muestra en la Figura 12. Se agreg6 200 puL de RBC tefiidos con DiOC6 (yoduro de 3,3'-
dihexiloxacarbocianina), un colorante verde fluorescente (Thermo Fisher, Waltham, MA,
EE.UU.), con y sin el compuesto; y 200 uL de iRBC con parasitemia al 2% tefiidos con DiOC6,
con y sin el compuesto; el control positivo, el disruptor de la membrana mitocondrial CCCP
(cianuro de carbonilo m-clorofenilhidrazona), empleado a una concentracion final de 50 uM en
pocillos de 200 puL con RBC tefiidos; 200 puL con iRBC tefiidos, con CCCP; y el control

negativo, 200 uL de RBC sin tefiir (Coronado et al., 2021).
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Figura 12. Ensayo de Potencial de Membrana. Esta figura presenta el posicionamiento de las muestras
a las 3y 6 horas del ensayo. En la fila A se agregaron las muestras de RBC sin tefiir. En la fila B se
agregaron las muestras de RBC sin el compuesto. En la fila C se agregaron las muestras de RBC sin
infectar con el compuesto. En la fila D se agregaron las muestras de iRBC sin el compuesto. En la fila E
se agregaron las muestras de iRBC con el compuesto. Por ltimo, tenemos la fila F y G que cuentan con
las muestras de RBC tefiidos y con CCP, e iRBC tefiidos y con CCP, respectivamente.

Una vez agregadas las muestras, se incubd el plato a 37 °C durante 20 min en la oscuridad; para
luego ser tefiidas con DIOC6, a excepcion de las muestras que no requieren ser tefiidas. Por
ultimo, se lavaron las muestras y se resuspendieron en 200 uL. de PBS (solucion salina
tamponada con fosfato) para ser analizadas en un fluorometro, utilizando un filtro de excitacién
de 485 nm y un filtro de emisién de 528 nm. Una vez obtenido los resultados se realizé un

analisis estadistico mediante la prueba Anova, figura 13 (Coronado et al., 2021).

Incubadora
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El plato se lee en un fluorometro utilizando
filtra de excitacion de 485 nm y filtro de
emision de 528 nm. Una vez obtenido los
resultados se realizé un analisis
estadisticomediante la prueba estadistica
Anova.

Figura 13. Esquema del Ensayo de Potencial de Membrana. Esta figura presenta el posicionamiento
de las muestras del ensayo de hemolisis. Una vez estas son posadas en el plato de 96 pocillos, estas son
incubadas a 37 °C durante 3 y 6 horas. Este luego es tefiido utilizando el Kit de Thermo Fisher y se
incuba por 20 min a 37 °C, para luego ser lavado con PBS. Este es luego leido por el fluorometro
utilizando filtros de excitacion de 485 nm y una emision de 528nm. Los resultados fueron leidos bajo el
Anova.

Se agregan 200 pL de distintas dianas de Se incubala muestraa 37 Se agrega DIOCS para tefiir los Se lava las muestrasy se
cultivos con y sin el compuestoa un plato °C,porunlapsode3hy6h pocillosy se vuelve aincubar por 20 resuspendieron en 200 pL de PBS
de 96 pocillos min en un lugar oscuro, a 37 °C. (solucicn salina tamponada con
fosfato)

2.1.6. Microscopia de Campo Claro
Para observar los cambios morfoldgicos e inhibitorios, ocasionados por la presencia y

ausencia del compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 en cultivos de Plasmodium falciparum, se utilizo
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el ensayo de microscopia Optica. Este consistié en agregar, en un plato de 96 pocillos, 200 uL
de iIRBC con el compuesto y 200 puLL de iRBC sin el compuesto, 200 uL. de RBC con el
compuesto y 200 uL de RBC sin el compuesto. Para luego ser visualizado en el microscopio a

100x a las 0 h y 24 h. Visualizar figura 14 (WHO, 2010).
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Figura 14. Ensayo de Microscopia Optica. Esta figura presenta el posicionamiento de las muestras a
las 0 y 24 horas del ensayo. En la fila A se agregaron las muestras de RBC con el compuesto SHAO
OUC-ZXQ-03. En la fila B se encuentran las muestras de RBC sin el compuesto. Por ultimo, tenemos la
fila C y D que cuentan con las muestras de iRBC con y sin compuesto, respectivamente.

Una vez agregadas, se obtuvo 10 uL de cada muestra para su observacion bajo el microscopio
a las 0 h. Para la tincion de esta alicuota, se siguio la metodologia del “Microscopia Bésica de
Malaria” de la Organizacion Mundial de la Salud, como se muestra en la imagen 15. En donde,
la sangre fue colocada en un portaobjeto y ser sumergida en metanol para luego dejarla secar.
Una vez seca, se cubri6 la superficie de la placa con Giemsa por lapso de 8 a 10 min, para luego
ser lavada con agua y secada en una plancha. Por ultimo, se colocd la placa en el microscopio

donde se agrego aceite de inmersion para su visualizacion y conteo utilizando la formula:
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(Total de Anillos+Total de trofozoitos+ Total de Esquizontes
Total de eritrocitos

)x 100 = % de Parasitemia del Cultivo

Este proceso se repitid al culminar las 24 h de incubacion de las muestras (WHO, 2010).
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Se toma una alicuota de 10 Se realiza un frotis del cultivo El portaobjetos es luego Una vez seco se posa el portaobjeto Al secarse la placa es
uL de cada muestra a en un portaobjetos y sumergido en metanol por menos en una superficie plana donde se le observada bajo el
evaluar esperamos a que seque de 10 segundos. Se saca y se colocara Giemsa y se dejara reposar microscopio
deja secar por 8 a 10 min, para luego ser
lavado. Una vez culminado se deja
secar.

Figura 15. Tincién. Ensayo de Microscopia Optica. Se sigui6 la metodologia del "Microscopia Basica
de Malaria” de la Organizacion Mundial de la Salud. Donde se toma la muestra y se realiza un frotis en
un portaobjeto. Este luego serd sumergido en metanol para sellar la muestra y se le colocara Giemsa por
unos 8 a 10 min para su tincion, para luego ser observado.

2.1.7. Prueba de Concentracion Inhibitoria Media Maxima (IC50) en P. falciparum
Para obtener el IC50 del compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 se agregd, en un plato de 96 pocillos
como se muestra en la figura 16, iRBC y RBC con el compuesto, para su incubacion a 37 °C

por 48 horas.
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Figura 16. Prueba de Concentracion Inhibitoria Media Maxima en Plasmodium falciparum. En la
fila A, B, C, D, E y F de las columnas 1y 2, podemos encontrar muestras de iRBC bajo distintas
concentraciones del compuesto. Se observa lo mismo en la columna 6, sin embargo, este solo contiene
RBC. En la fila A, B, C y D de la columna 8 encontramos los controles de color con 8 uL. de DMSO. A
y B conteniendo iRBC, mientras que C y D contienen RBC. Por ultimo, las filas D, E y F de la columna
12 contenian controles de color con 4 uL. de DMSO en iRBC, mientras que las filas G y H tenian color
con 4 uL. de DMSO en RBC.

Una vez culminado el tiempo de incubacion, se anadié a cada pocillo 35 uLL de un coctel que
contenia agua destilada, Tritdn, buffer TE y Pico Green (tincion); y se volvio a incubar a 37 °C
por 30 minutos. El plato luego fue sacado de la incubadora, leido por un fluorometro y los
resultados fueron analizados mediante el "Data Analisis Wizard de Excel 20007, figura 17

(Coronado et al., 2021).
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con y sin el compuesto a un por 48 horas incubacién, se afiadié a cada pocillo resultados fueron analizados mediante el "Data
plato de 96 pocillos 35 pL de un coctel que contenia Analisis Wizard de Excel 2000
agua destilada, Triton, buffer TE y
Pico Green (tincién). Se vuelve a
incubar por 30 min a 37°C.

Figura 17. Esquema de la Prueba de Concentracion Inhibitoria Media Méaxima en Plasmodium
falciparum. Esquema de la prueba de 1C50, donde luego de colocar RBC y iRBC en el plato de 96
pocillos con distintas concentraciones del compuesto. Este es incubado por 48 horas a 37 °C, para luego
ser teflido y nuevamente incubado por 30 min a 37 °C. Por altimo se lee el plato con un fluorémetro y
los resultados fueron analizados mediante el “Data Analisis Wizard de Excel 2000”

2.1.8. Prueba In Vivo de Seguridad del Compuesto SHAO OUC-ZXQ-03
En cumplimiento con los principios de la bioética, se elaboré un protocolo para el estudio
de seguridad del compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 en ratones C57BL/6, con el fin de observar

los efectos que este puede presentar en pruebas in vivo. Este protocolo fue presentado al CICUA
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y recibid su aprobacion bajo el codigo CICUA-21-003 antes de iniciar la metodologia descrita

a continuacion.

Para la prueba de seguridad se utilizaron un total de 12 ratones C57BL/6 en donde se separaron
siguiendo la metodologia utilizada en “"Evaluacion de las Actividades Antiplasmodiales y
Antipaludicas de Extractos de Semillas de Soja (Glycine max) en Cultivos de Parasitos de P.
falciparum y ratones Infectados con P. berghei © (Nyandwaro et al., 2020) con algunas
modificaciones, donde se evalto una dosis de 200 mg/Kg de peso. A seis de ellos se les agrego
el compuesto que consistia en el compuesto diluido en DMSO vy aceite de canola (tratamiento);
mientras que los otros seis se les agregd el control que presentaba DMSO 1 % y aceite de canola

(vehiculo) siguiendo la formula:

Peso del Raton +1 ml de inyectado

— = volumen final del compuesto .
Concentracion

Para restringir el movimiento del ratdn se posicion6 al animal sobre una superficie plana para
poder sujetar su cuello, de manera firme. Una vez sujetado, se tom0 la cola posicionandola entre
los dedos, esto permitié tener un mejor agarre impidiendo asi que el animal se lastime al
momento de la administracion del compuesto. Una vez restringido, se colocd boca arriba para
inyectar el compuesto, en base al peso del raton, de manera intraperitoneal (Machholz et al.,

2012).

Del ratén presentar algan tipo de anomalia en su comportamiento como signos clinicos de distrés
o enfermedad (temblores y/o paralisis y Sangramiento u orina descolorida), prontamente luego
de la aplicacion de la sustancia se le aplicd punto final humanitario por anestesia inhalatoria
(isoflurano 100 %). El punto final humanitario se aplicé para evitar cualquier dolor o sufrimiento

que se le pueda causar al raton a raiz de este procedimiento (Turner et al., 2011).
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La evaluaciéon se realiz6 durante 10 dias a todos los ratones involucrados en el ensayo
(tratamiento y vehiculo) y consisto en realizar: el pesaje de los animales todos los dias; se
anotaron todos los dias el peso del alimento y el consumo de agua; se evaluaron signos clinicos
todos los dias: cambio del pelaje (erizamiento), color de las mucosas, presencia de diarrea,
actividad motora: inquietud, respiracion rapida, coma, hipertermia; y anotar cualquier otro signo

que indique presencia de toxicidad (Derebe et al., 2021; AVMA, 2020).

A los animales que sobrevivieron pasados los 14 dias se les aplico punto final experimental. Los
animales se anestesiaron usando anestesia inhalatoria (isoflurano 100 %) en envase de vidrio.
Nos basamos en la metodologia "Eutanasia en Ratones de Laboratorio: Muerte Réapida y
Bienestar Animal” (Felizardo De Brito et al., 2020)., con algunas modificaciones, en donde se
colocaron un algodon empapado con el anestésico en un tubo sin tapa, para evitar el contacto
directo del anestésico con el animal dentro del envase. El algodén se dej6 durante 5 a 10 minutos
para que el envase se impregnase del anestésico y luego de este tiempo se colocaron los animales
uno por uno en el envase de vidrio (Felizardo De Brito et al., 2020). Cuando el animal no
presentaba ningln tipo de movimiento, se retird del envase y se determino si este presentaba
con algun reflejo mediante pinchazo podal. En caso de que no existiera reflejo se procedia a

abrir la cavidad toracica para realizar observacion macroscopica de 6rganos (RARC, 2021).

El punto final humanitario, se aplicé en el caso de que los animales presentasen signos clinicos
de distrés o enfermedad (Rapida pérdida de peso en pocos dias 15 - 20 %), pérdida de pelo en
areas extensas de pelaje, diarreas prolongadas o lesiones que interfieran en el comer adecuado,
signos de temblores y/o paralisis y sangramiento u orina descolorida.), en cuyo caso el animal

se sacrificd con exceso de anestésico inhalatorio (isoflurano 100 %) (AVMA, 2020).
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3.1. Resultados y Discusion de Resultados

3.1.1. Incorporacion de Yoduro de Propidio

En el ensayo de incorporacion de yoduro de propidio, se evalué el dafio en la membrana
celular de eritrocitos midiendo la intensidad de fluorescencia (MFI) en distintas muestras. Como
se observa en la figura 18, los iRBC con el compuesto (tratados) presentan un aumento mayor
al porcentaje de fluorescencia en las muestras de RBC sin el compuesto (sin tratar). Estos
resultados sugieren que el tratamiento causa un dafio moderado en la membrana celular (Torres-

Mendoza et al., 2018).
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Figura 18. Ensayo de Incorporacion de Yoduro de Propidio. Integridad de la membrana en muestras
de tratamiento (iRBC con el compuesto) y las muestras sin el tratamiento (RBC sin el compuesto).

Como se hace mencion en la investigacion realizada por Maciel et al., (2008), en el ensayo hubo
una actividad hemolitica en la muestra de tratados, indicando que el compuesto esta actuando

como disruptor ante la membrana del iRBC, méas no en el RBC. Esto puede verse atribuido a
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que los iRBC presentan cambios morfoldgicos inducidos por el parasito en la membrana de su

hospedador (Hall et al., 1997; Torrez-Mendoza et al., 2018).

Esto se puede confirmar en la tabla 1, donde se realizé la prueba estadistica T-Student, para
confirmar que estos datos son significativos ante la presencia del compuesto. Donde nuestro
T- Student dio 0.01 y el valor p, siendo considerado significativo debajo de un valor de 0.05,
dio como resultando de 0.01. Indicando asi que el compuesto estd ocasionando un dafio en la

membrana (Coronado et al., 2021).

Tabla 1. Prueba T-Student. Ensayo de Incorporacion de Yoduro de Propidio

Grupos Valores  Promedio  Valor-P Resumen de Valor P Valor - P
Sin Tratamiento 6 131.8 0.0108 * Significativo
Tratamiento 6 176.5

Nota: Factor significativo entre los grupos de tratamiento con los de sin tratamiento, en el ensayo de

Incorporacion de Yoduro de Propidio.

3.1.2. Hemolisis

En el ensayo de hemdlisis, se evalu6 el impacto del compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 en
la integridad de la membrana de eritrocitos. Estos resultados mostraron que los RBC sin el
compuesto mantuvieron su integridad con un bajo porcentaje de hemdlisis. Sin embargo, los
IRBC con el compuesto presentaron un aumento en el porcentaje de hemolisis,
aproximadamente el 20 %, indicando un efecto leve de hemolisis del compuesto sobre la

membrana celular (ver figura 19).
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Figura 19. Ensayo de Hemolisis. Efectos de la actividad hemolitica en muestras de tratamiento (iRBC
con el compuesto), muestras sin el tratamiento (RBC sin el compuesto) y el control positivo (RBC con
Tritdn X-100 al 0.1%).

Por otro lado, los RBC con Triton X-100 al 0.1% presentaron un alto porcentaje de hemolisis,
debido a su previa afectacion por el triton. Como se indica en la investigacion realizada por
Coronado et al., (2021) en el ensayo de hemdlisis, el compuesto tiene algun impacto en la
integridad de la membrana de los eritrocitos, a pesar de no ser tan prominente. Donde en la tabla
2, luego de haber realizado la prueba estadistica Anova, nuestro Valor P dio como resultado
<0,0001. Al ser menor que 0.05 este indica que la variacion presentada entre los 3 grupos es
significativa. Confirmando asi los resultados obtenidos en el ensayo de incorporacién de yoduro
de propidio. Esto permite confirmar la presencia de efectos visibles en la membrana provocados

por el compuesto en presencia de iRBC.

Tabla 2. Anova. Ensayo de Hemolisis
F Valor - P  Resumen de Valor P Valor - P R cuadrado
759.5 <0,0001 Fkkx Significativo 0.9787
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Nota: Factor significativo entre los grupos de Sin Tratamiento, tratamiento y el control positivo, en el

ensayo de Hemadlisis.

3.1.3. Potencial de Membrana de la Mitocondria

En este ensayo se evalud el efecto de un tratamiento especifico sobre el potencial de
membrana de eritrocitos en comparacion con controles sin tratamiento (RBC sin compuesto) y
con el disruptor de membrana mitocondrial CCCP como se muestra en la figura 20. Al evaluar
el potencial de membrana a las 3 y 6 horas, los iRBC con el compuesto (tratamiento) mostraron
un aumento en el potencial de membrana, superando el 100 % del control. Lo que indica una
posible hiperpolarizacion de la membrana celular. Los eritrocitos sin tratamiento mantuvieron
un nivel cercano al 100 % del control, mientras que los tratados con CCCP mostraron una

reduccion del potencial de membrana.
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Figura 20. Ensayo de Potencial de Membrana. Cambios en el potencial de la membrana mitocondrial
a las 3 hy 6 h con muestras de tratamiento (iRBC con el compuesto), muestras sin el tratamiento (RBC
sin el compuesto) y el disruptor CCCP.
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Como se menciona en la investigacion realizada por Allen y Kirk (2004), los resultados sugieren
que el tratamiento es efectivo en mantener o incluso hiperpolarizar el potencial de membrana
mitocondrial de los parasitos en comparacion con los controles negativos y positivos. Esto se
confirma al observar el aumento del porcentaje de potencial de la membrana de las 3 horas a las
6 horas. Simultdneamente, en los datos obtenidos por el Anova (tabla 3) se indica que los
resultados son significativos tomando en cuenta que el valor p era de 0.0014 a las 3 horas y
0.0016 a las 6 horas, en los 3 tipos de tratamientos antes mencionados. Estos hallazgos sugieren
que el tratamiento aplicado tiene un efecto estabilizador o potenciador sobre el potencial de

membrana de los eritrocitos, induciendo una hiperpolarizacion en la membrana.

Tabla 3. Anova. Ensayo de Potencial de Membrana a las 3 horas
F Valor - P Resumen de Valor P Valor - P R cuadrado
9.115 0.0014 ol Significativo 0.4647

Tabla 3. Anova. Ensayo de Potencial de Membrana a las 6 horas
F Valor - P Resumen de Valor P Valor - P R cuadrado
8.939 0.0016 *x Significativo 0.4598

Nota: Factor significativo entre los grupos de Sin Tratamiento, tratamiento y el control positivo, en el

ensayo de potencial de Membrana a las 3horas y a las 6 horas.

3.1.4. Microscopia de Campo Claro

Los resultados obtenidos del ensayo de microscopia indican que, a pesar de estar en
presencia del compuesto SHAO OUC-ZXQ-03, la parasitemia del cultivo seguia en aumento

sin presencia de inhibicion.
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Esto se puede observar luego de que, en los ensayos, aquellos que contaban con el compuesto y
aquellos sin el compuesto, mantenian un crecimiento similar en parasitemia. Es decir, en el
primer ensayo realizado con el compuesto en 200 uL del iRBC, que se realiz6 con un 2% de
hematocrito a las 0 horas, presentaba una parasitemia inicial de 2.11 %. Sin embargo, al pasar
las 24 horas su parasitemia aumento con un porcentaje de 4.8 %. En cambio, el cultivo iRBC
sin compuesto a las 0 horas contaba con una parasitemia de 2.43 % mientras que las 24 horas

presentaba un porcentaje de 5.92 %.

Esto se pudo calcular al realizar un conteo visual de los gldbulos rojos parasitados con los
estadios de P. falciparum. Cada una fue separada en estadios, siendo estos anillos, trofozoito y
esquizonte. La sumatoria de estos, dividido entre los glébulos rojos no parasitados, daba como

resultado el porcentaje de la parasitemia.

Esta misma tendencia se vio reflejada en el ensayo 2 y el ensayo 3. En el ensayo 2, los cultivos
IRBC con compuesto, a las 0 horas presentaban una parasitemia de 2.74 %, mientras que a las
24 horas tenian una parasitemia de 7.76 %. En el caso del cultivo iRBC sin compuesto, este
presentaba una parasitemia de 2.18 % a las 0 horas, mientras que una de 11.57 % a las 24 horas.
En el ensayo 3, en el cultivo iRBC con el compuesto, se presentd una parasitemia de 2.29 % a
las 0 horas y una de 8.23 % a las 24 horas. Mientras que, en el cultivo sin el compuesto, a las 0
horas presentaba una parasitemia de 2.71 % y a las 24 horas presentaba una parasitemia de
9.33 %. Indicando que, a pesar del iRBC estar en presencia del compuesto, este no presento

alguna sefial de inhibicion o alguna afectacién en la célula como se muestra en la figura 21.

Cabe resaltar que aquellos ensayos que se realizaron con el compuesto y sin el compuesto en

cultivos RBC, en las mismas condiciones que aquellos cultivos infectados (en un cultivo de 200
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uL con un 2 % de hematocrito), presentaron una parasitemia de 0 % sin alguna afectacion (figura

15).

Como indica Sachanonta et al. (2011), es necesario observar los cambios que se presentan en
un cultivo a lo largo de los tratamientos aplicados con nuevos compuestos. En dicho ensayo se
muestra que este compuesto ocasionaba una tenue afectacion a la inhibicion del parasito, sin
embargo no lo esperado, por lo que se considerd su relacidén con la capacidad inhibitoria del

compuesto (Zhang et al., 2017).

H

Figura 21. Ensayo de Microscopia de Campo Claro. En la figura A se puede observar iRBC sin el
compuesto a las 0 h mientras que en la figura B esta la misma muestra a las 24 h. En cambio, en la
figura E se encuentra la muestra de iRBC con el compuesto a las 0 h 'y en la figura F la misma muestra
a las 24 h. Mientras en las figuras C, D, G y H presentamos las muestras de RBC a las 0 h, RBC a las
24h, RBC con el compuesto a las 0 hy RBC con el compuesto a las 24 h, respectivamente.

3.1.5. Prueba de Concentracion Inhibitoria Media Maxima (ICso) en Plasmodium

falciparum
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Basandonos en la investigacion realizada por Zhang et al., (2017), inicialmente se
contempld un ICsp de 1.84 uM. De esta manera, se utilizé el doble del 1Cso para todos los ensayos
realizados. Sin embargo, luego de observar los resultados obtenidos, que indican poca inhibicion
por parte del compuesto, se realizé la prueba de concentracién inhibitoria media maxima para
validar que este mantenia dicho 1Cso. No obstante, los resultados indican que el compuesto,

hasta la fecha del Gltimo ensayo, presentaba un ICso de 12.48 uM (figura 22).

Segun las investigaciones llevadas a cabo por Matson et al., (2009), este cambio puede verse
atribuido a diversos factores. Entre estos se menciona la vida util del compuesto, este
mencionaba que al resuspender un compuesto liofilizado, este puede perder parte de su
capacidad inhibitoria, como sucedi6 en esta investigacion. Sin embargo Pandey y su equipo
mencionan que otra de las razones que este puede perder su actividad es debido al control de
calidad que a este se realice al momento de obtener la muestra. En este caso el compuesto aun
no cuenta con un control de calidad propio debido a que este es un compuesto aislado no un
compuesto obtenido por compra (Pandey et al., 2023). El ICso de 1.84 uM, que inicialmente fue
considerado como nuestra concentracion inhibitoria media paso a ser de ICso de 12.48 puM.
Dicho esto, en esta investigacion se utilizd el doble, una concentracion de 4 uM, que aun asi no
llegaba a la 1Cso actual. Mostrando de esta manera, la razén por la cual las pruebas antes

realizadas indicaban que el compuesto no estaba inhibiendo el crecimiento del parasito.
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Figura 22. Prueba de Concentracion inhibitoria media maxima en Plasmodium falciparum. En esta
figura se puede observar que segun las distintas concentraciones probadas (6.25, 12.5, 25, 50 y 100) el
compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 presenta un IC50 de 12.48 uM.

3.1.6. Prueba In Vivo de Seguridad del Compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 en Ratones
C57BL/6

La prueba in vivo del compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 se llevd a cabo por medio de la
aplicacion de este a doce ratones C57BL/6 , donde fueron divididos en 3 cajas para observar los

efectos que el compuesto puede presentar en pruebas in vivo.

En la caja uno se contaba con cinco ratones C57BL/6 machos que fueron marcados de la
siguiente manera: Oreja derecha cortada (ODC), Oreja lIzquierda cortada (OIC), dos orejas
cortadas (20C), oreja derecha picada (ODP) y sin marca (SM). Todos con los ratones con la
oreja cortada fueron aplicados el compuesto SHAO OUC-ZXQ-03, mientras que en el caso del
raton con la oreja picada y aquel sin marca no se les aplico el compuesto sino nuestro blanco.
En cambio, en la caja dos que contaba con 5 ratones, también marcados de la misma manera,

fueron inyectados con el compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 solo el raton de la oreja picada y
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aquel sin marca. Al resto se le aplicé el blanco. Por ultimo, la caja 3 solo contenia 2 ratones. Se
marcé un ratén con la oreja derecha cortada al cual se le aplicé el blanco y al ratén que no tenia

marca el compuesto SHAO OUC-ZXQ-03.

Una vez inyectados con su respectivo compuesto, monitoreamos los signos vitales de los doce
ratones. Desafortunadamente, a cuatro ratones que se les habia inyectado el blanco comenzaron
a presentar sintomas de estrés (pelo erizado, inmovilidad, entre otros). Considerando que al paso
del tiempo estos no se recuperaban, se tomo la decision de proceder con el punto final
humanitario de los cuatro ratones y seguir el ensayo con 8 ratones. Cabe resaltar que, debido a
la falta de ratones C57BL/6 con el control que tuvieron que ser sacrificados, el ensayo no se
pudo llevar a cabo. Sin embargo, se siguieron monitorearon los ratones sobrevivientes para
observar su comportamiento, y utilizar la data obtenida como base para futuras investigaciones

con el compuesto.

3.1.6.1. Variacion de Peso de los Ratones C57BL/6 con Relacion al Consumo de Comida

y Agua

En la caja uno, se mantuvieron vivos y sin sintomas los ratones ODC, OIC y 20C, todos
inyectados con el compuesto SHAO OUC-ZXQ-03. Como se muestra en la figura 23 los ratones
ODC y OIC los primeros dias, luego de ser inyectados, perdieron peso. El ratdbn ODC perdio
alrededor de 2 g de peso mientras que el raton de OIC solo perdio 1 gramo de peso. Sin embargo,
al paso de los dias OIC volvio a su peso original y ODC aumento de peso. Mientras tanto 20C,

nunca perdid peso, pero si aumento 1 gramo de su peso original.
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En la caja dos, los ratones el ODP y SM, se les aplicé el punto final humanitario por presentar
los sintomas antes mencionados, y se siguié con el ensayo con los ratones ODC, OIC y 20C. El
ratbn ODC mantuvo su peso los primeros dias del ensayo, pero al quinto dia y al noveno dia
este perdié 1 gramo de peso, sin embargo, al dia siguiente este lo recuperaba. El raton 20C, al
contrario del raton ODC, aumento 1 g de peso, pero al dia siguiente volvia a su peso original.
Por ultimo, el ratén OIC perdi6 5 g, pero a lo largo del ensayo volvid a recuperar 2 g. Cabe
destacar que al raton OIC, a pesar de su pérdida de peso abrupta, no se le realizé el punto final

humanitario debido a que no presentaba algun otro sintoma, sino que este se notaba activo.

En la caja 3 ambos ratones, SM y ODC, se mantuvieron vivos. El ratdn SM no presento ninguna
pérdida de peso, sino aumento 2 g de peso. En cambio, ODC perdié 1 g de peso, pero este volvio

a recuperarlo.
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Figura 23. Variacion de Peso de los Ratones C57BL/6 . En esta figura se observan los cambios de
peso en los ratones C57BL/6 , agrupados por cajas en que se encontraban los ratones. Dentro de esta se
puede observar una pequefia disminucién en su peso corporal sin embargo todos presentaban una
tendencia a aumentar de peso Y, de perderlo, regresar a su peso original.

Esta pérdida de peso se puede asociar al consumo de agua e ingesta de alimentos donde, en la

figura 24 se muestra que las 3 cajas de ratones presentaban la misma tendencia de consumo.

Inicialmente los ratones presentaban un bajo consumo de agua, alrededor de 2.5 a 5 ml de agua,

pero al paso de los dias esto aumentaban a 10 ml - 20 ml por caja. Sin embargo, en el caso de la

ingesta de alimentos esto consumieron inicialmente 7.5 a 10 g finalizando el décimo dia, con

alrededor de 15 a 20 g consumidos por caja.
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Figura 24. Consumo de Agua y Alimentos de los ratones C57BL/6 . Se observa en la figura superior
una tendencia al constante aumento del consumo de agua por los ratones encontrados en las respectivas
cajas. Mientras que la figura inferior se presenta el consumo del alimento en las 3 cajas que contenian a
los ratones, donde se mantiene una tendencia constante de alimentacion a lo largo de las cajas, excepto
el décimo dia en donde se observé un aumento en el consumo de alimento.

Existen diversos factores que pueden afectar el comportamiento de un ratén y pueden indicios
de sefiales de sufrimiento en este. Entre estos se pueden observar la pérdida o aumento de peso
atribuida por la ingesta de agua y el consumo de los alimentos. Por lo general un raton saludable
debe consumir entre 5 a 8 ml de agua. Esto indica que, como se menciona en la investigacion
realizada por Neil E. en el 2007, la pérdida de peso observada en los ratones puede ver atribuida
araiz de la deshidratacion del animal. Esto observa inicialmente en la figura 23 en donde ciertos
ratones mantenian su peso, pero al cabo de los dias estos disminuian, para luego volver a su

peso original. Sin embargo, al observar la figura 20 se puede evaluar que inicialmente estos no
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ingerian suficiente agua, pero al paso de los dias regresaron a su ingesta normal. Si bien es cierto,
es necesario mencionar el que el consumo de comida no fluctué en su ingesta normal de
alimentos, que debe ser alrededor de 4 a 5 gramos diarios. Cabe mencionar que otra forma de
hidratacion de los ratones es por medio de sus alimentos; el cual pudo atribuir al aumento final
del consumo elevado del alimento. Esto quiere decir que, con respecto al aumento y pérdida de

peso, los ratones no presentaban signos de sufrimiento (Fawcett, 2012; Chi, 2021).

3.1.6.2. Variacion de la Temperatura Corporal en los Ratones C57BL/6

Ademas del peso de los ratones, se tomo la decision de medir su temperatura corporal.
Esto, con el fin de evaluar si el raton presentaba algln tipo de malestar de estrés, como lo es la
fiebre. Como se observa en la figura 25, todos los ratones en la caja dos bajaron su temperatura
corporal. En el caso del raton ODC, este llego a perder alrededor de 2 °C grados de temperatura
corporal sin embargo volvié a aumentar su temperatura al dia siguiente. Lo mismo sucedié con
el ratén OIC el cual perdié alrededor 2 °C grados de su temperatura corporal, pero volvio a
aumentarla al dia siguiente. Cabe mencionar que los tres ratones, al décimo dia habian vuelto a

bajar su temperatura corporal.

Esta misma tendencia se ve reflejada en las cajas 1 y 3, donde los animales inicialmente
presentaban una temperatura corporal de 31 °C a 32 °C que disminuy6 al paso de los dias. Sin
embargo, al cabo del noveno y décimo dia, este volvio a aumentar y oscilar entre los 30 °C a 31

°C.
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Figura 25. Temperatura Corporal de los Ratones C57BL/6 . Se observa en esta figura los cambios
de temperatura corporal en los ratones C57BL/6 , agrupados por cajas en que se encontraban los ratones.
En donde la caja 1 y 3 tienden disminuir su temperatura corporal, sin embargo, al sexto o séptimo dia
comienzan a aumentar su temperatura. En cambio, en la caja 2 los ratones ODC y OIC presenta la misma
tendencia que los ratones de la caja 1 y 3, mientras que el raton 20C se comporta diferente. Este, a pesar
comenzar con una temperatura bastante baja, al cuarto dia este se recupera y sigue la tendencia del resto
de los ratones.

Esta pérdida de temperatura corporal se puede ver directamente asociada a la temperatura
ambiental y a la humedad relativa del ambiente en la habitacion en la que se encuentran los
ratones C57BL/6 , ya que estos parametros funcionan como un termorregulador para el animal

(Clough, 1982). Como se muestra en la figura 26, se puede observar la misma tendencia



54

presentada en la temperatura corporal de los animales. En donde la temperatura ambiental
inicialmente presentaba una temperatura de 25°C, sin embargo, esté bajo hasta llegar a los 21°C
para luego volver a aumentar a 22°C. Mientras que la humedad relativa de la habitacion presento
inicialmente una humedad de 53% la cual disminuyo hasta Ilegar a 51% en el noveno dia, para

aumentar el décimo dia a una humedad de 52%.
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Figura 26. Temperatura Ambiental y Humedad Ambiental de los Ratones C57BL/6 . En la figura
de la superior se presenta la variacion de la temperatura ambiental, mientras que en la figura inferior se
observa la variacion de la humedad relativa del ambiental en la habitacién donde se encontraban los
ratones C57BL/6 .

Estos resultados concuerdan con lo mencionado, segun la Dra. Lopez en su articulo del 2005

“"Normas bésicas para la mantencion de ratones y ratas de laboratorio”, donde se recomienda que
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la temperatura ambiental de los ratones deberia oscilar entre 20 a 26°C, mientras que una
humedad relativa del 35 a 70% (LOpez, 2005). Esto permite que se dé una termorregulacion
adecuada del raton, ya que de estar fuera de estos parametros puede ocasionar una afectacion en
el comportamiento del mismo. Esto conllevando a problemas en el sistema digestivo, su ciclo

de suefio y hasta su sistema cardiovascular (Swoap et al., 2004; Fawcett, 2012).

Estos resultados indican que las fluctuaciones de temperatura que presentaban los ratones en el
ensayo, era atribuido a factores externos como la temperatura ambiental y humedad relativa,

evidenciando que estos no presentaban algun tipo de malestar de estrés, como lo es la fiebre.

3.1.6.3. Evaluacion Macroscopica de los Organos de los Ratones C57BL/6

Debido a que nuestra muestra con vehiculo inicialmente se le aplicé el punto final humanitario
por presentar signos de estrés, el ensayo perdié validez. Sin embargo, se decidid seguir
observando a los ratones con el compuesto para evaluar su comportamiento ante el compuesto
SHAO OUC-ZXQ-03. Al culminar el décimo dia del ensayo, se realizd el punto final
experimental, que conllevo el sacrificio de los ratones que, a esta fecha, habian llegado al final

del experimento y no presentaban algun indicio de estrés.

Es en este punto en que se realiz6 una evaluacion macroscopica de los 6rganos, donde se evalu6
la afectacion del higado de los ratones. En la figura 27 podemos observar 3 ratones con
diferentes diagnosticos. EI primer ratén en la figura A. presenta un higado de tamafio normal,
sin ninguna afectacion, y de un color rojizo, indicando un higado saludable. Sin embargo, en las
imagenes siguientes se presentan ratones con problemas de higado. En la figura B se presenta
un raton con el tratamiento, en presencia de higado graso con un higado de tamafio reducido y

con una coloracion naranja. Mientras que en la figura C se observa un raton, con el vehiculo,
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que presenta un higado graso con una coloracién naranja y un tamafio prominente. Esto quiere
decir que los ratones presentes en la figura By C, a pesar de que a uno se le inyecto el tratamiento

y al otro el vehiculo respectivamente, ambos presentan higado graso.

Esto se puede ver atribuido a la cantidad de aceite de canola inyectado a los ratones, el cual fue
utilizado para diluir tanto el vehiculo como el tratamiento. Esto coincide con los hallazgos
obtenidos por Andersen y Holub (Andersen & Holub, 1976) donde describen que el alto
contenido de aceite de canola puede ocasionar higado graso. Dicho esto, la alta cantidad de grasa
puede influenciar al cambio de coloracion del higado, de una coloracion rojiza a un color naranja

como se muestra en la figura 22 (Bahena-Hernandez et al., 2014).

Figura 27. Evaluacion Macroscopica de los Organos Raton C57BL/6. A. Raton C57BL/6 con higado
saludable, el cual presentaba un tamafio normal y una coloracion rojiza. B. Raton C57BL/6 con el
compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 presenta higado graso, donde hubo reduccion de tamafio del higado y
el cambio de coloracion a naranja. C. Raton C57BL/6  sin el compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 con
presencia de higado graso, con reduccion en el tamafio del higado y el cambio de su coloracion
Evaluacién realizada por la veterinaria encargada del bioterio.
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4.1. Conclusion

Tras el analisis de los resultados obtenidos, podemos concluir que la evidencia indica
que el compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 presenta una tenue actividad antiplasmodial ante los
cultivos de P. falciparum, por las afectaciones en la membrana celular e hiperpolarizacion de la
misma, que conlleva a una muerte célula. Simultdneamente se puede evaluar la capacidad del
compuesto de reducir su actividad inhibitoria (IC50) al ser resuspendido el compuesto
liofilizado para su uso. Evidenciando asi que, al cabo del tiempo de vida del mismo, este puede

perder parte de su capacidad inhibitoria media maxima.

Cabe resaltar que, en presencia del compuesto, los ensayos indican que los ratones no parecen
presentar alguna sintomatologia que pudiese haberle ocasionado sufrimiento. Lo cual, a pesar
de no poder ser un resultado cuantificable, da una idea de la posible capacidad que puede
presentar el compuesto. Es necesario seguir las investigaciones pertinentes para poder continuar

observando la viabilidad y seguridad del compuesto en organismos vivos, y cultivos in vitro.
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4.2. Recomendaciones

Una vez expuestos los resultados de la investigacion y dando a conocer las conclusiones, se

puede realizar las siguientes recomendaciones:

Es recomendable que se realice una prueba de concentracion inhibitoria media méxima
(IC50) al compuesto, con el fin de observar los cambios de concentracion al paso del
tiempo luego de este ser resuspendido. Evaluando asi la similitud o diferencia que este
presenta frente a previas pruebas realizadas, como también evaluar el tiempo de vida del
mismo.

Para la prueba in vivo de seguridad del compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 recomiendo
comenzar a trabajar con los ratones por lo menos 2 semanas antes de comenzar el ensayo,
ya que esto ayudara a que ellos mantengan una rutina que no afecte los resultados del

experimento.

Para la prueba in vivo de seguridad del compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 recomiendo
comenzar a separar a los ratones en grupos por vehiculo y compuesto, en vez de ser

aleatorio por cajas, ya que permitira observar diferencias entre cada grupo.

Recomiendo evitar el uso de aceite de canola en los ensayos in vivo, ya que este puede

ocasionar higado graso en los ratones.
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Anexos

Anexo 1. Incorporacion de Yoduro de Propidio

Cuadro 1. Ensayo #1 de Incorporacion de Yoduro de Propidio

Pocillo 1

Pocillo 2

Pocillo 3

Pocillo 4

73

176 145 123 123
132 151 136 142
136 152 133 155

142

131

Cuadro 2. Ensayo #2 de Incorporacion de Yoduro de Propidio

Pocillo 1

Pocillo 2

Pocillo 3

132

136

Pocillo 4

142 143 154 138
215 115 135 131
224 197 195 126

158

206

210

156




Anexo 2. Microscopia

Cuadro 3. Ensayo #1 de Microscopia

74

0 horas | 24 horas | O horas | 24 horas 0 horas 24 horas | 0 horas 24 horas
0 0 0 0 3 49 8 52
0 0 0 0 18 0 12 3
0 0 0 0 1 0 5 5
1019 1031 1081 1118 1043 1009 1025 1013
0 0 0 0 2,11 4,86 2,44 5,92

Cuadro 4. Ensayo #2 de Microscopia

0 horas | 24 horas | 0 horas | 24 horas 0 horas 24 horas | 0 horas 24 horas
0 0 0 0 19 74 18 90
0 0 0 0 5 4 1 29
0 0 0 0 4 1 3 3
1070 1035 1031 1045 1021 1017 1005 1054
0 0 0 0 2,74 7,77 2,19 11,57




Cuadro 5. Ensayo #3 de Microscopia

75

0 horas | 24 horas | O horas | 24 horas 0 horas 24 horas | O horas 24 horas
0 0 0 0 11 79 17 94
0 0 0 0 9 5 7 3
0 0 0 0 4 0 5 0
1026 1052 1107 1007 1048 1021 1071 1040
0 0 0 0 2,29 8,23 2,71 9,33
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Anexo 3. Potencial de Membrana

Cuadro 6. Ensayo #1 Potencial de Membrana

Cuadro 7. Ensayo #2 Potencial de Membrana




77

Anexo 4. Hemolisis

Cuadro 8. Ensayo #1 Hemolisis

Cuadro 9. Ensayo #2 Hemolisis

Cuadro 10. Ensayo #3 Hemolisis




Anexo 5. Prueba In-vivo de seguridad del compuesto SHAO OUC-ZXQ-03

Cuadro 11. Prueba In-vivo de seguridad del compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 Dia #1

Peso Consumo de Comida | Consumo de Agua

269
24qg

24g - -
Oreja derecha picada 25¢
sin marca 249
269
279

Caja?2 2 orejas cortadas 279 - -
Oreja derecha picada 279
sin marca 289
Oreja derecha cortada 249

Caja3 - -
259

Cuadro 12. Prueba In-vivo de seguridad del compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 Dia #2

Consumo de Comida | Consumo de Agua

259
249 = -
239
269

24q - -

2 orejas cortadas 279

Oreja derecha cortada 249
Caja3 - -
259
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Cuadro 13. Prueba In-vivo de seguridad del compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 Dia #3

2 orejas cortadas 279 29.2°C
Oreja derecha cortada 23g 32.5°C

Caja3 99 2ml
269 31.4°C

Cuadro 14. Prueba In-vivo de seguridad del compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 Dia #4

2 orejas cortadas 279 31.5°C

Oreja derecha cortada 23g 30.7°C
Caja3 10g 8ml
269 30°C
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Cuadro 15. Prueba In-vivo de seguridad del compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 Dia #5

2 orejas cortadas 279 30.1°C
Oreja derecha cortada 23g 30.8°C

Caja3 99 8ml
269 29.5°C

Cuadro 16. Prueba In-vivo de seguridad del compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 Dia #6

2 orejas cortadas 289 29.4°C

Oreja derecha cortada 24g 29.9°C
Caja3 99 6ml
269 29.4°C
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Cuadro 17. Prueba In-vivo de seguridad del compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 Dia #7

2 orejas cortadas 279 29.1°C
Oreja derecha cortada 249 30.1°C

Caja3 99 8ml
269 30.1°C

Cuadro 18. Prueba In-vivo de seguridad del compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 Dia #8

2 orejas cortadas 279 30.1°C

Oreja derecha cortada 24g 30.6°C
Caja3 99 6ml
269 29.5°C
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Cuadro 19. Prueba In-vivo de seguridad del compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 Dia #9

2 orejas cortadas 279 31.3°C
Oreja derecha cortada 23g 30.9°C
Caja3 99 12ml
269 31°C

Cuadro 20. Prueba In-vivo de seguridad del compuesto SHAO OUC-ZXQ-03 Dia #10

2 orejas cortadas 279 30°C

Oreja derecha cortada 249 30°C
Caja3 169 12ml
27g 30.1°C
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Glosario

Anillo. Estadio mas joven de Plasmodium falciparum en su desarrollo asexual dentro de
los globulos rojos. Adquiere este nombre por su forma de anillo. (Platon & Meénard,
2024).

Compuesto. Presenta caracteristicas inhibitorias ante el crecimiento de un paréasito
(Pakosz et al., 2021).

Control Negativo. Es el grupo control que no se le agrega ningun tipo tratamiento, ya
que se quiere observar como el grupo control se acta normalmente bajo los mismos
parametros que el resto del estudio (Rockland, 2024).

Control Positivo. Es el grupo control que se le agrega un algo conocido y su resultado
es un ya conocido y validado dentro del protocolo a utilizar (Rockland, 2024).
Diagnostico. Es la identificacion de la enfermedad en cuestion al analizar los sintomas
que este ocasiona. (Cambridge University Press, 2023).

Dilucién final. Solucién final, obtenida de la dilucién de la muestra madre, para obtener
una menor concentracion (Libretexts, 2024).

Disruptor. Agente que interfiere o altera alguna estructura o funcion de una molécula
bioldgica (Oxford, 2012).

Endotelio. Membrana interna en el corazon y en los vasos sanguineos (Félétou, 2011).
Epidemiologia. Se encarga del estudio de los patdgenos con relacion a su distribucion
y efectos bioldgicos. Es decir, La epidemiologia se encarga de estudiar la frecuencia de
la presencia de una enfermedad en una poblacién y su distribucion, con el fin de prevenir

futuros casos y la contingencia del mismo (OPS, 2011).
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Eritrocito (RBC). Célula sanguinea encontrada en la sangre que contiene proteinas
(hemoglobina) y oxigeno a través del cuerpo (Barbalato L & Pillarisetty LS, 2022).
Eritrocito infectado (iRBC). Se refiere a al eritrocito infectado por el paréasito
Plasmodium falciparum (Mata-Cantero et al., 2014).

Esquizonte. Estadio de Plasmodium falciparum, en su desarrollo asexual, donde se lleva
a cabo una division nuclear que permite la produccion de merozoitos (Tibarcio et al.,
2015).

Glucaolisis. Proceso de descomposicion de la glucosa (Chaudhry & Varacallo, 2023).
Hemodlisis. Como lo menciona la palabra "Hemo™ se refiere a sangre y “lisis” se refiere a
degradacidn. Esta se refiere a la degradacion de los glébulos rojos (Wahed et al., 2019).
Hospedador. También conocido como huésped, es aquel organismo que se encarga de
alojar a otro organismo con el fin de proporcionar un ambiente necesario para
crecimiento y reproduccion de este (Bush & Friedl, 2023).

Hospedador Definitivo. Organismos que albergara al parasito proporcionando las
necesidades basicas necesarias para que este llegue a su madurez y etapa reproductiva.
(Bush & Friedl, 2023).

Hospedador Intermediario. Organismo que albergara al parasito monetaria mente para
que este cumpla con parte de su ciclo de vida. Por lo general el hospedador definitivo se
alimenta del intermediario, facilitando el traslado al siguiente hospedador. (Bush &
Friedl, 2023).

IC50. También conocido como “Prueba de Concentracion Inhibitoria Media Maxima”
se refiere a la concentracion total de un compuesto necesaria para inhibir el 50% del

crecimiento del parésito (Aykul & Martinez-Hackert, 2016).
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Isquemia. Condicion adquirida por la falta de suministro de sangre que puede llegar a
ocasionar hipoxia (no hay suministro de oxigeno en la sangre) (Fox et al., 2020).
Liofilizado. Preparacion de una sustancia que es congelada y deshidratada al vacio. Esto
generalmente se realiza para su transporte o la conservacion del compuesto (NEB, 2013).
Micronema. Organelo del merozoito encontrado en el complejo apical del merozoito,
ayuda a unién y penetracion del eritrocito. Este secuestra los receptores del eritrocito y
los libera en altas concentraciones en el complejo apical para su ingreso (Spencer et al.,
2016).

Muestra madre. Es la solucion concentrada utilizada para ser diluida en
concentraciones mas pequefias (Libretexts, 2024).

Organulo Roptrio. Organelos encontrados en el complejo apical del merozoito, tiene
como funcion asistir en la union del merozoito a la membrana del eritrocito. Una vez
inicie la unién estos organelos se unen para crear un cuello que, con ayuda del
micronema, permitira el ingreso a la célula (Liffner etal., 2021).

Parasito. Organismo que vive dentro o sobre de un hospedador, y se alimenta de esto u
obtiene su alimento por él (CDC, 2024).

Patologia. Es el estudio de las enfermedades y los sintomas de la misma. En otras
palabras, es el estudio de lo que sucede dentro del paciente, sus sintomas y efectos.
(Valencia & Ancer, 2014)

Potencial de Membrana. Este se refiere a la capacidad del potencial eléctrico de la
célula, ocasionada por su capacidad de concentracion y permeabilidad por los iones que

se movilizan a través de la membrana (Chrysafides et al., 2023).
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Prognosis. Es un prondstico a futuro de la salud del paciente a base de su enfermedad
adquirida, de la persona (edad, sexo y raza) y tratamiento proporcionado (Hansebout et
al., 2009).

Proteolisis. Como lo dice la palabra "Proto” de proteinas y “lisis” de lisar. Protedlisis se
refiere a la degradacion de proteinas en polipéptidos més pequefios o0 en aminoacidos
(Wiita et al., 2014).

Punto final Experimental. Se refiere a cuando se cumplen todos los objetivos
experimentales que indican el fin del estudio. Es momento de sacrifican los animales
participantes del estudio (Felizardo De Brito et al., 2020).

Punto final Humanitario. Se refiere a la muestre humanitaria que se les da a los
animales cuando presentan alguno indicativo de sufrimiento como: diarrea, erizamiento
de pelaje, actividad motora, entre otros (Turner et al., 2011).

Trofozoito. Segundo estadio de Plasmodium F. en su desarrollo asexual. Es la etapa
donde el paréasito pasa por cambios morfoldgicos, donde este crece de su forma de anillo
y pasa a tomar una forma ligeramente ameboide (Martiney et al., 1996).

Vacuola Parasitéfora. Estructura producida por el parasito en la célula huésped que
permitira su desarrollo (Goldberg & Zimmerberg, 2020).

Vector. Organismo vivo, mayormente mosquitos, que transmiten patdgenos entre

animales y humanos (WHO, 2024).



