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Eficacia de un &cido kaurénico extraido de
la planta venezolana Wedelia trilobata (Asteracea)
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Introduccion. La leishmaniasis es un grave problema de salud publica y aun no existe un
tratamiento eficaz para la enfermedad. Por esta razén, es necesario investigar nuevas
alternativas terapéuticas.

Objetivo. En este trabajo nos propusimos evaluar el efecto parasiticida de un acido kaurénico
(ent-kaur-16-in-19-oico) aislado de la planta superior venezolana denominada Wedelia trilobata
(Asteracea) sobre Leishmania (V.) braziliensis in vivo e in vitro.

Materiales y métodos. Los estudios in vitro fueron realizados en amastigotes axénicos,
promastigotes asi como en macrofagos infectados y no infectados, los cuales fueron tratados
con dosis entre 25-100 pg/ml del acido kaurénico. El efecto del compuesto sobre la viabilidad
celular fue evaluado utilizando el método de conteo directo en una cadmara de Neubauer o
hemocitometro y por el método indirecto utilizando el método de MTT (Metil Tiazol Tetrazolium).
Para el ensayo in vivo, se utilizaron ratones Balb/c infectados subcutaneamente en la almohadilla
plantar con 1x10° promastigotes de Leishmania (V.) braziliensis; posteriormente los ratones
fueron tratados intraperitonealmente durante una semana con 30 mg del acido kaurénico por
kg de peso, en un volumen de 100 pl de etanol al 10%.

Resultados. Este compuesto mostro un potente efecto parasiticida tanto sobre los amastigotes
axénicos como sobre promastigotes con dosis letales 50 (DL,;) de 0,25y 0,78 ug/mi
respectivamente, en 24 horas. Se observé una baja toxicidad del compuesto sobre macréfagos
de la linea J774G8, con una DL, de 25ug/ml, manteniéndose una alta viabilidad (70-92%) de
los mismos, y una moderada viabilidad para los macr6fagos infectados (37-81%) con
concentraciones menores de 25ug/ml. Adicionalmente, se observé una clara reduccion (70%)
en el tamafio de las lesiones de los ratones tratados sin efectos téxicos aparentes.
Conclusion. Los resultados obtenidos indican que este compuesto posee un potente efecto
leishmanicida sobre Leishmania (Viannia) braziliensis.
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Efficacy of a kaurenic acid extracted from the Venezuelan plant Wedelia trilobata (Asteracea)
against Leishmania (Viannia) braziliensis

Introduction. Leishmaniasis is a global public health problem without adequate treatment
options, hence requiring research on new drug development.

Objective. Our main objective was the evaluation of a kaurenic acid (ent-kaur-16-in-19-oico),
isolated from the Venezuelan plant Wedelia trilobata (Asteracea), on Leishmania (V) braziliensis
both in vivo and in vitro.

Materials and methods. The in vitro assay was performed using axenic amastigotes and
promastigotes as well as infected and uninfected macrophages. Parasites and macrophages
were treated with concentrations of the compound varying between 10 and 250 pg/ml. The
effect of the compound on cellular viability was evaluated by counting dead and living cells in
a hemocytometer and by the colorimetric method using MTT (Methylthiazoletetrazolium). For
the in vivo assay, Balb/c mice were infected subcutaneously with 1x10°% promastigotes of L.(V.)
braziliensis and afterwards treated with a daily dose of 30 mg/kg in 100 pl of kaurenic acid
administered by intraperitoneal injection for one week.
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Results. The compound had a lethal effect on axenic amastigotes and promastigotes with DL,
of 0.25 and 0.78 pg/ml, respectively, in 24 hours. Low toxicity was observed for J774-G8
macrophages with a DL_, of 25 pg/ml and high viability (70-92%), while a moderate viability
was observed for infected macrophages (37-81%), with concentrations of 25 pg/ml or less.
Additionally, a 70% reduction was observed in the size of the skin lesions in Balb/c mice with no

evident toxic effect.

Conclusion. The results indicate that this compound has a potent leishmanicidal effect on L.(V.)

braziliensis.
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La leishmaniasis se distribuye en las zonas
tropicales y subtropicales de 88 paises de Europa,
Africa, Asia y América, de los cuales 22, paises
pertenecen a América Latina (1). Esta enfermedad
constituye un serio problema de salud publica
ocupando el sexto lugar en importancia dentro de
las enfermedades tropicales, debido a que produce
mutilaciones, deformaciones e incapacidades.

Por méas de 70 afios, el tratamiento de eleccién
contra la leishmaniasis se ha basado en la
quimioterapia convencional con antimoniales
pentavalentes como el estibogluconato de sodio
(Pentostan®) y el antimoniato de meglumina
(Glucantime®). El uso de estas drogas contra la
leishmaniasis se ha asociado con la aparicion de
reacciones adversas de tipo cardiovascular, renal,
hepatica y gastrointestinal; a esto se le adicionan
las dificultades para su administracion por largos
periodos de tratamiento, el desconocimiento de
su mecanismo de accién, los elevados costos y
la resistencia que han desarrollado los parasitos
a estos medicamentos, lo cual limita su uso en el
tratamiento contra la leishmaniasis (2-5).

En la busqueda de tratamientos alternativos para
los enfermos de leishmaniasis, se han utilizado
algunas otras drogas comerciales tales como
pentamidina, anfotericina B, alopurinol, azoles,
ketoconazol, sulfonas, metronidazol y otras, las
cuales han resultado téxicas y poco efectivas,
sobre todo, en casos de leishmaniasis difusa y
visceral (6-8). Recientemente, una nueva droga
denominada miltefosina ha sido utilizada con éxito
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en el tratamiento de la leishmaniasis visceral en
India; sin embargo, se ha reportado resistencia
por parte de parasitos de la especie Leishmania
donovani a este compuesto (9,10).

Los modelos experimentales, asi como los cultivos
in vitro de promastigotes, se estén utilizando para
evaluar algunos compuestos de valor potencial
para el tratamiento contra la leishmaniasis. En
este sentido, el efecto de un derivado de bifosfonato
(pamidronato), compuesto utilizado en el
tratamiento de la osteoporosis, ha sido evaluado
contra la leishmaniasis experimental, y ha
mostrado un total efecto parasiticida con la
consecuente desaparicion de las lesiones (11).

Mas recientemente, en Venezuela se ha
comenzado a aislar productos naturales de plantas
superiores entre las que se encuentra Wedelia
trilobata (Asteracea), la cual biosintetiza un gran
namero de metabolitos secundarios llamados
kaurenos (12), los cuales son diterpenos que
contienen un rigido esqueleto tetraciclico (13). Los
kaurenos son intermediarios en la biosintesis de
numerosos metabolitos de plantas y hongos,
como la giberelina, que poseen propiedades
esterodoigénicas, anticonceptivas, hipotensivas,
antiinflamatorias, antibiéticas, antiparasiticas y
citotoxicas (14).

Analizando extractos crudos de W. trilobata, se
han logrado caracterizar diversos tipos de
diterpenos, entre los cuales se encuentra el 4cido
kaurénico (ent-kaur-16-en-19-oico) el cual
presenta la formula molecular C, H, O, (13),y se
ha demostrado que este compuesto posee
diversas actividades biolégicas, entre las cuales
se encuentran, la actividad contra Staphylococus
aureus y Bacillus cereus, lo cual también fue
demostrado con el mismo acido aislado de
Copifera pauperay plantas del género Espeletia,
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y, ademas, una potente actividad sobre Myco-
bacterium smegmatisy células tumorales (15,16).

En este trabajo nos propusimos evaluar el efecto
del acido kaurénico (ent-kaur-16-en-19-o0ico)
extraido de W. trilobata sobre Leishmania (Viannia)
braziliensis, el agente causal del 80% de los casos
de la leishmaniasis cutdnea localizada en
Venezuela, en la busqueda de una quimioterapia
mas racional contra la leishmaniasis.

Materiales y métodos
Preparacion del material de origen vegetal

El acido kaurénico utilizado en este trabajo fue
obtenido en el Laboratorio de Productos Naturales,
Departamento de Quimica, Nicleo Sucre,
Universidad de Oriente, Cumana, Venezuela.

El procedimiento utilizado para la obtencién de
este compuesto es el siguiente: se utilizan los
tallos de la planta W. trilobata, se secan y se
pulverizan; el material pulverizado se macera en
solventes organicos de diferentes polaridades,
primero, hexanoy, luego, etanol en una proporcion
2:1; después de 24 horas de incubacion, el
macerado se filtra al vacio y se evapora el solvente
para concentrar la muestra. El extracto seco se
disuelve en hexano y se preabsorbe en silica-gel;
luego, se coloca en una columna del mismo ma-
terial; la elucion de los productos se inicia con
100% de hexano, el cual se va variando de acuerdo
con la polaridad. Los productos eluidos se analizan
por cromatografia en capa fina sobre silica-gel
60, bajo luz UV. La determinaciéon de los
componentes activos se realiza mediante técnicas
espectros-cépicas de resonancia magnética de
protones y de carbono 13 (*H y *C), ademas de
espectro infrarrojo y espectrofotometria de masas
(13). Se disuelven 50 mg de acido kaurénico en
metanol al 10% para los ensayos in vitro; para
los ensayos in vivo se us6 etanol al 10% como
solvente, por encontrarse que este alcohol es
menos irritante para los ratones.

Cultivo y mantenimiento de
parasitos y macrofagos

Se mantuvieron promastigotes de L.(V.)
braziliensis (MHOM/BR/84/LTB300) y macrofagos
de la linea tumoral J774-G8 en medio SDM-79
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(17) y RPMI-1640 (JRH-Bioscience y Gibco-BRL),
respectivamente, con suplemento de 10% de
suero fetal bovino (SFB); para el cultivo de
parasitos, el SFB se inactivé a 56°C durante 30
minutos.

Se recolectaron los promastigotes en la fase
logaritmica tardia de crecimiento por
centrifugacion a 3.000 rpm, se lavaron tres veces
en solucion salina amortiguada con fosfatos (PBS,
pH 8,0)y, finalmente, se resuspendieron en medio
fresco y se ajustaron a una concentracion de
1x10%ml. Los macréfagos se mantuvieron en
medio RPMI 1640 con 10% de suero fetal bovino
en estufa a 37°C con 5% de CO,. Luego, se
recolectaron utilizando un policia de goma,
centrifugado a 3.000 rpm y ajustado a una
concentracion de 1x10%/ml.

Ensayos anti-Leishmania in vitro

Se disolvieron 50 mg de acido kaurénico en
metanol al 10% y se utilizé en concentraciones
entre 10 y 500 pg por 10° células, incluyendo
promastigotes de L. (V.) braziliensis, macréfagos
de la linea J774-G8 infectados y no infectados y
amastigotes axénicos. Estos ultimos se
obtuvieron mediante la transformacion de
promastigotes en medio RPMI-1640 (pH 5,0) y
temperatura de 37°C durante 48 horas (18).

Para la obtencion de macréfagos infectados, se
utilizaron monocapas de macréfagos los cuales
fueron infectados con promastigotes de Leishma-
niaen unarelacién 10:1 e incubados a 35°C (19);
después de 24 horas se descartaban los
promastigotes no enlazados. A las 72 horas se
contaban los promastigotes dentro de la célula;
una vez establecida la infeccién (5 dias), se
utilizaron las células infectadas. De la misma
forma, los macréfagos no infectados se incubaron
durante 5 dias; a ambos tipos de células se les
cambiaba el medio de cultivo cada 48 horas.

Para cada ensayo, las células se resuspendieron
en 100 pl de medio SDM-79 +10% de SFB
(GIBCO), y se colocaron en placas de ELISA de
96 pozos. Para el calculo de la dosis letal (DL)
se utiliz6 el método de conteo directo al
microscopio después de colorear con azul de
tripano (vol/vol) para medir la viabilidad, y por el
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método colorimétrico (20), para lo cual los
parasitos con las distintas concentraciones de la
droga, se incubaron durante 18-24 horas; luego,
se adicionaron 10 pl (10 mg/ml) de metil-tiazol
tetrazolium (MTT, Sigma), se incubaron por 4
horas y se detuvo la reacciéon con solucion
amortiguada de lisis (50% isopropanol, 10% SDS),
se sometié a agitacion durante 10 minutos v,
luego, se midi6 la densidad 6ptica (DO) a 570 nm.
La viabilidad celular es directamente proporcional
a la DO puesto que a mayor nimero de células
vivas, mayor intensidad de color, ya que las
células vivas tienen mayor capacidad para
metabolizar el MTT, trasformandolo en cristales
de formazan que son los que generan el color.

Para cada experimento se realizaron los
respectivos controles, incluyendo células tratadas
con metanol solo, un control sin droga y un con-
trol con antimoniato de meglumina.

Ensayos anti-Leishmania in vivo

Paralos ensayos in vivo, se utilizaron 10 ratones
Balb/c, hembras, de 8 semanas de edad con un
peso promedio de 26 g, suministrados por el
Bioterio del Instituto de Biomedicina.

Los ratones fueron previamente inoculados en la
almohadilla plantar con 1x10° promastigotes en
fase estacionaria de crecimiento; 4 semanas
después de lainoculacion, cada ratén fue tratado
con una inyeccion diaria (30 mg/kg) del acido
kaurénico, por via intraperitoneal. El tratamiento
se aplicé durante 7 dias, utilizando como control
10 ratones infectados y tratados con etanol al
10%. El seguimiento de la evolucién del
tratamiento en los ratones se hizo diariamente por
medicion de las lesiones en la almohadilla plantar,
utilizando para ello un calibrador de papel digital
(Marathon Instruments).

Aspectos éticos

Los animales experimentales fueron tratados bajo
las normas y principios de la guia internacional
de principios para la investigacion biomédica con
animales de experimentacion (21-22).

Asi mismo, se obtuvo la correspondiente
autorizacién del Comité de Bioética de nuestra
institucion.
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Resultados
Obtencién de la dosis letal 50 y efecto in vitro

Los resultados indican que el &cido kaurénico tiene
un potente efecto leishmanicida sobre
promastigotes, amastigotes axeénicos y
macrdfagos (cuadro 1), en el que podemos
observar que, a pesar de que se usa el mismo
namero de células, la dosis letal 50 (DL, ) es
diferente para cada tipo celular, y que la menor
fue la obtenida para los amastigotes axénicos.
Los valores de densidad 6ptica permiten calcular
la DL,,, aplicando el algoritmo matematico
previamente descrito (20), obteniéndose un valor
de 0,25 pg/ml para amastigotes axénicos y 0,80
pg/ml para promastigotes a las 24 horas de
incubacién y de 25 pg/ml para macréfagos.

En la figura 1 se muestra el efecto de distintas
concentraciones del 4cido kaurénico sobre
promastigotes de L.(V) braziliensis, observandose
gue las concentraciones mayores de 25 pg/ml
producen la muerte celular. Se observa crecimiento
normal de los promastigotes en presencia del
metanol utilizado como solvente del acido
kaurénico; el mismo comportamiento se observo
en presencia de Glucantime® a concentraciones
hasta de 500 pg/ml (no se muestra el resultado).

La figura 2 muestra el efecto del acido kaurénico
sobre macréfagos previamente infectados con
promastigotes de L.(V.) braziliensis. Los
resultados muestran entre 81,03% y 37,02% de
viabilidad a una concentracion de 12,5y 25 ug/
ml respectivamente, con respecto al 100% de
viabilidad de los macréfagos sin droga. Estos
porcentajes son similares tanto por el método de
conteo directo con azul de tripano como por el

Cuadro 1. Dosis letal 50 calculada para promastigotes,
amastigotes axénicos y macréfagos J774-G-8.

Células x 10°¢ DO, DO, DL,
al0ug ab500ug (pg/ml)

Promastigotes 1,542 0,048 0,80+0,2

Amastigotes 0,772 0,029 0,25+0,08

axénicos

Macréfagos 0,828 0,0912 25+6,02

J774-G8

DL, dosis letal 50
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Figura 1. Efecto del acido kaurénico sobre promastigotes
de Leishmania (Viannia) braziliensis, cultivados en medio
SDM-79 +10% de suero fetal bovino y tratados con diversas
concentraciones del compuesto.
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Figura 2. Efecto del acido kaurénico sobre la linea celular
de macréfagos J774-G8 previamente infectados con
promastigotes de Leishmania (V) braziliensis. Los
macrofagos se infectaron en una relacidon parasito/
macrofagos 10:1 y, posteriormente, fueron tratados con
distintas concentraciones del compuesto.

meétodo indirecto con MTT, lo cual concuerda con
la sensibilidad mostrada por los amastigotes
axénicos.

Efecto sobre la leishmaniasis experimental

Se evalud el efecto del &cido kaurénico extraido
de W. trilobata sobre la leishmaniasis experimental
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Figura 3. Efecto del acido kaurénico in vivo. Diez ratones
Balb/c por grupo fueron infectados con 1x106 promastigotes.
Se realizaron medidas diarias del tamafio de la lesién a partir
de la aplicacion de la primera dosis de acido kaurénico (30
mg/kg de peso).

0 Ratones tratados; ¢ Ratones controles.

producida por L. (V.) braziliensis, inducida en
ratones Balb/c. La figura 3 muestra los resultados
obtenidos después de las mediciones realizadas
en la almohadilla plantar de los ratones; las
medidas graficadas son el promedio de 10 ratones
por grupo, evaluados hasta el dia 14 después de
la aplicacion de 7 dosis (una dosis diaria) de 30
mg de &cido kaurénico por kilogramo de peso; el
grupo control fue tratado con etanol (10 pl de etanol
en 90 pl de agua).

Se observa una reduccion en el tamafo de la
lesion, la cual se inicia a partir del primer dia de
tratamiento, obteniéndose una reduccién total de
1,2 mm lo que representa el 70% a los 7 dias
después del tratamiento; esta reduccién también
se manifiesta en el numero de parésitos
intracelulares observados en los frotis de las
lesiones, tefidos con Giemsa, en los cuales se
observaron 5+3 pardsitos en 10 campos, en
comparaciéon con 355 parasitos en 10 campos
en los ratones controles.

Discusion

El efecto leishmanicida del acido kaurénico, (ent-
kaur-16-en-19-oico) fue evaluado in vivo e in vitro.
Los resultados obtenidos en promastigotes,
amastigotes axenicos y macréfagos infectados y

sin infectar, utilizando el método colorimétrico para
determinar la viabilidad celulary, por ende, la DL,
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(20), indican que este compuesto tiene un alto
poder leishmanicida. Se evaluaron diferentes
concentraciones de acido kaurénico, y se encontré
una DL, para promastigotes de 0,80 pug/ml a las
24 horas de incubacion con concentraciones en-
tre 10 y 200 pg/ml; dosis mayores de 25 pg/ml
producen el 100% de muerte de los promastigotes
de L. (V.) braziliensis, dosis menor que la
reportada para promastigotes de Leishmania
(Leishmania) mexicana (13).

En amastigotes axénicos, la dosis necesaria para
eliminar el 50% de los parasitos fue de 0,25 pg/ml
en 24 horas, observandose que para la forma
amastigote la DL, es, aproximadamente, una
tercera parte de la dosis necesaria para los
promastigotes, lo que indica una mayor
susceptibilidad de la forma amastigote, tal como
ha sido reportado para el Glucantime® (23), en la
gue los amastigotes axénicos de L. (L.) donovani
son susceptibles a una DL, de 80 ug/ml, mientras
los promastigotes son susceptibles a una DL, de
5.830 pg/ml de Glucantime®.

Los resultados aqui reportados, también, sugieren
gue el acido kaurénico podria ser estado-
especifico, ya que la DL, para los amastigotes
axénicos es 3,2 veces menor que para los
promastigotes, aunque en comparacion con
Glucantime® tiene un potente efecto leishmanicida
sobre ambas formas del parasito.

Se han sintetizado otros compuestos con
actividad leishmanicida y se han evaluado in vivo
e in vitro; entre ellos se encuentran algunos
derivados de la pirimidina y una serie de
diarilheptanoides, los cuales han mostrado ser
efectivos en promastigotes de L. (L.) donovani,
L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensisy L. (L.)
chagasi(24, 25).

Actualmente, en la blusqueda de mejores
medicamentos con menos efectos colaterales
para el tratamiento de la leishmaniasis se han
explorado los productos naturales derivados de
plantas superiores, entre los cuales se encuentran
el extracto alcaloide aislado de la planta Aspi-
dosperma ramiflorum (Apocinacea) la cual inhibe
el crecimiento de promastigotes de L. (L.)
amazonensisy L. (V.) braziliensis (26). Asi mismo,
se ha aislado una serie de compuestos con poder
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leishmanicida, entre los cuales se encuentran
guinonas, lactosas, acetdégenos, lignanos,
flavonoides y terpenos.

En cuanto a los terpenos, los cuales muestran
una gran actividad leishmanicida, son los
metabolitos secundarios més abundantes en la
naturaleza, ya que juegan un papel muy importante
en la biosintesis de las vitaminas A, D y E, de
algunas hormonas como la cortisona, el estrégeno
y la testosterona; ademas, intervienen en la
sintesis de algunos esteroides, como el colesterol,
y forman parte de aceites esenciales y
carotenoides. Los diterpenos 7-hidroxi-12-metoxi-
nor-abieta-1,5 (10), 7, 9,12-penta-en-6,14-dione y
el abieta-8,12-dien—-11,14-dione (12-deoxi-
roileanone), asi como un triterpeno aislado de la
raiz de Salvia silicica, mostraron actividad
leishmanicida contra amastigotes de L. (L)
donovaniy L. (L) major a dosis letales de 170 y
290 nM, respectivamente (27-29).

Todos estos resultados apoyan la busqueda de
compuestos leishmanicidas derivados de plantas.
Nuestro trabajo aporta resultados en cuanto al
efecto de estos productos sobre el promastigote,
la célula hospedadora y la forma intracelular de
Leishmania spp. Los resultados obtenidos
utilizando la linea celular J774-G8 indican que a
una concentracion de 25 pg/ml, la viabilidad de
los macréfagos es de 70,08%. Esta concentracion
es similar a la encontrada para otros derivados
de plantas tales como las saponinas en
fibroblastos humanos (30); sin embargo, estos
valores resultan altos comparados con el efecto
del &cido kaurénico en lineas cancerigenas donde
se encontro laDL,, entre 0,59y 0,012 pg/ml (16).

En cuanto al tratamiento experimental de la leish-
maniasis cutanea, se pudo observar una reduccion
de 70% en el tamafio de la lesion, utilizando una
dosis diaria de 30 pg/kg de peso durante 7 dias.
Sin embargo, no hubo eliminacién total de los
parasitos en las lesiones, ya que se observaron
algunas formas amastigotes (5 en 100 células).
Ademas, el error estandar calculado para los
ratones tratados, utilizando el programa PRISMA,
no detecto6 errores significativos en los valores
obtenidos, en contraste con los controles cuyos
errores estandar fueron variables durante el tiempo
de la medicion. Este resultado sugiere un
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importante efecto parasiticida in vivo. Es prob-
able que al incrementar la concentracion del
compuesto o el tiempo de tratamiento, ocurra la
eliminacién total de los parasitos, tal como ocurre
con otros compuestos como el pamidronato, el
cual induce una total cura parasitologica en
ratones Balb/c (11).

Los resultados sugieren que el acido kaurénico
(ent-kaur-16-en-19-oico-9) aqui reportado seria un
posible candidato a ser evaluado en futuras
investigaciones utilizando adicionalmente otras
vias de inoculacién, para valorar su utilidad en el
tratamiento de la leishmaniasis cutdnea producida
por L. (V.) braziliensis.
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