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Abstract

Acanthamoeba spp. is a genus of opportunistic parasites classified as free-living
amoebas (FLA) that can be found in a multitude of environments and that can generate ocular
pathologies such as Acanthamoeba keratitis (AK), or nervous ones such as granulomatous
amebic encephalitis (GAE). The great resistance to disinfectants and drugs of the trophozoites
and cysts of this parasite is a therapeutic problem. In addition, the compounds that are currently
used to treat Acanthamoeba infections are toxic to human tissues. Recently, the study of
biologically active principles of plant origin shows that they are effective for the treatment of
various diseases, including antiprotozoal. In this way, ursolic acid (UA) is a bioactive substance
present in plants for medicinal use and has shown in several studies to be a good candidate for
the development of antiparasitic drugs. In this study the amoebicidal activity of several UA
derivatives against trophozoites and cysts of two strains of Acanthamoeba, A. castellanii Neff
and A. griffini was evaluated, based on the activity shown by the UA in previous studies. All
derivatives presented a major amoebicidal activity and a lower cytoxicity than the UA. The
molecules UA5D and UA8 showed a low cytoxicity and a better amoebicidal activity with ICso of
9.67 + 1.46 and 10.41 + 1.36 uM for A. castellanii Neff and 8.90 + 1.55 and 8, 59 + 1.76 uM for
A. griffini, respectively. Taking all the results into account, this study shows that ursolic acid is a

good candidate for the alternative development of future amoebicidal drugs.

Key words: Acanthamoeba, Acanthamoeba keratitis, granulomatous amebic

encephalitis, A. castellanii Neff, A. griffini, antiprotozoal, ursolic acid.
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Resumen

Acanthamoeba spp. es un género de parasitos oportunistas clasificado como amebas de
vida libre (FLA) que se pueden encontrar en multitud de entornos y que pueden generar
patologias oculares como la queratitis por Acanthamoeba (AK), o nerviosas como la encefalitis
granulomatosa amebiana (GAE). La gran resistencia a los desinfectantes y farmacos de los
trofozoitos y los quistes de este parasito supone un problema terapéutico. Ademas, los
compuestos que se utilizan actualmente para tratar las infecciones por Acanthamoeba resultan
téxicos para los tejidos humanos. Recientemente, el estudio de principios bioldgicamente
activos de origen vegetal muestra que son efectivos para los tratamientos de diversas
enfermedades, incluido el antiprotozoario. De esta manera, el acido ursélico (UA) es una
sustancia bioactiva presente en plantas de uso medicinal y que ha demostrado en varios
estudios ser un buen candidato para el desarrollo de fdrmacos antiparasitarios. En este estudio
se evalué la actividad amebicida de diversos derivados del UA frente a trofozoitos y quistes de
dos cepas de Acanthamoeba, A. castellanii Neff y A. griffini, basdandose en la actividad mostrada
por el UA en estudios previos. Todos los derivados presentaron una actividad amebicida mayor
y una menor citoxicidad que el UA. Las moléculas UA5D y UA8 presentaron una baja citoxicidad
y una mejor actividad amebicida con unas Clspde 9,67 + 1,46 y 10,41 + 1,36 uM para A. castellanii
Neffy 8,90 + 1,55y 8,59 = 1,76 uM para A. griffini, respectivamente. Teniendo en cuenta todos
los resultados, este estudio demuestra que el acido ursélico es un buen candidato para el

desarrollo alternativo de futuros farmacos amebicidas.

Palabras clave: Acanthamoeba, queratitis por Acanthamoeba, encefalitis

granulomatosa amebiana, A. castellanii Neff, A. griffini, antiprotozoario, acido ursélico.
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Introduccion

Acanthamoeba es un género de protozoos conocido por ser patdégenos oportunistas de
humanos y otros animales causando diversas patologias oculares, nerviosas y dérmicas. De esta
manera, uno de los problemas mds comunes derivados de su infeccién es la queratitis por
Acanthamoeba (AK). Esta se caracteriza por una ulceracion de la cérnea, la cual sino se trata a
tiempo puede llevar a un dafo ocular severo perdiendo progresivamente la agudeza visual,
ceguera o a una posible enucleacién (Johnston et al., 2009; Panjwani, 2010; Page y Mathers,
2013; Lorenzo-Morales et al., 2013, 2015; Magnet et al., 2018). Ademas, puede producir
encefalitis granulomatosa amebiana (GAE), una infeccidon progresiva del sistema nervioso
central que generalmente resulta fatal en la mayoria de los pacientes que la sufren (Marciano-

Cabral, 2009; Chan et al. 2011; Siddiqui y Khan 2012; Di Cave et al. 2014; Khan, 2015).

Existe un riesgo mayor a la exposicidon y la infeccion por Acanthamoeba spp. en
individuos inmunodeprimidos, generalmente aquellos que padecen enfermedades
inmunosupresoras, como los infectados por VIH, aumentando en los ultimos afios el nimero de
casos de infecciones por Acanthamoeba. Este hecho, posiblemente también esté influenciado
por el calentamiento global y el aumento progresivo de las temperaturas (Feher et al., 2009;

Marciano-Cabral, 2009; Alkharashi et al., 2015; Hadas, et al., 2017).

Actualmente, el género Acanthamoeba esta clasificado en 20 genotipos diferentes (T1
a T22), basandose en analisis de secuencias de ARN ribosémico (Stothard et al., 1999; Horn et
al., 1999; Gast et al., 2001; Booton et al.,2002; Hewett et al., 2003; Corsaro and Venditti, 2010;
Nuprasert et al., 2010; Qvarnstrom et al., 2013; Magnet et al., 2014; Tice et al., 2016). Sin
embargo, en las infecciones amebianas el genotipo T4 es el mas comun, siendo también el
genotipo aislado mds frecuentemente en el medio (Khan, 2006; Siddiqui y Khan, 2012; Risler et

al., 2013).

Acanthamoeba esta clasificada como una Ameba de Vida Libre (FLA), la cual puede vivir
libremente en multiples entornos (Khan, 2015). Segun los reportes, se puede encontrar en el
suelo (Sawyer, 1989; Tsvetkova et al., 2004; Lorenzo-Morales et al., 2005), en varios medios
acuaticos tanto naturales como artificiales (agua de manantiales, piscinas, agua marina, y en las
aguas residuales de las industrias textiles), refrigeradores, aires acondicionados y, en general,
en varios medios artificiales (Marciano-Cabral et al., 2000; Maghsood et al., 2005; Huang y Hsu
2010; Astorga et al., 2011; Ithoi et al., 2011; Lasjerdi et al. 2011; Wink et al., 2011; Siddiqui y
Khan 2012; Trabelsi et al., 2012; Kuk et al. 2013; Tanveer et al., 2013; Geisen et al., 2014;
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Mahmoudi et al., 2015). Ademads, estos protistas se han encontrado en los hospitales, sobre las
superficies del equipamiento y de los instrumentos de cirugia, también han sido aislados de las
unidades de irrigacidon dentales, unidades de didlisis y tanto de lentillas como de liquido
limpiador de lentillas (Martinez y Visvesvara, 1997; Walochnik et al., 2000; Aksozek et al., 2002;
Khan, 2015; Lorenzo-Morales et al., 2013, 2015; Thammaratana et al., 2016). De esta manera,
la presencia y la fase en estos multiples medios de las amebas esta condicionada por las

necesidades nutricionales del protozoo y su ciclo de vida.

Por un lado, La fase activa de Acanthamoeba es el trofozoito, en la cual, realiza varias
actividades fisiolégicas como la fagocitosis, pinocitosis o la digestiéon de varias fuentes de
nutrientes tales como otros microorganismos, sustancias del medio o tejidos animales que han

infectado.

Por otro lado, si las condiciones ambientales son incompatibles para su desarrollo la
ameba pasa a su forma latente o quiste. El quiste posee una doble pared muy resistente, de la
cual su pared exterior es fibrosa y estd compuesta principalmente por proteinas, mientras que
su pared interior contiene mas de un 30% de celulosa (Schuster and Visvesvara, 2004; Dudley,
Alsam and Khan, 2007; Lorenzo-Morales et al., 2008; Lemgruber et al., 2010).De acuerdo con
Paling et al. 2016, aislar del medio la fase de trofozoito o la forma de quiste estd influenciado
por la presencia de nutrientes y el tiempo de incubacion, lo que hace que este protozoo sea muy
resistente a condiciones adversas y dificil de encontrar un tratamiento eficaz (Martin-Navarro

et al., 2008; Baltaza et al., 2017; Magnet et al., 2018; Paling et al. 2018).

El incremento de las resistencias de los trofozoitos y los quistes de Acanthamoeba a los
quimicos, desinfectantes y fdrmacos se cree que es la causa principal de la dificultad que existe
a la hora de encontrar un manejo terapéutico adecuado (Gooi et al., 2008; Lim et al., 2008; Shoff
et al., 2008; Lorenzo-Morales et al., 2013; Baltaza et al., 2017). Actualmente, el tratamiento de
las infecciones de Acanthamoeba sigue siendo un problema médico, ya que el enfoque
terapéutico recomendado generalmente resulta toxico para los tejidos humanos (Lorenzo-
Morales et al., 2013,2015). El tratamiento mas utilizado en las AK incluye el uso de biguanidas
(0,02% polihexametileno biguanida (PHMB) o 0,02% digluconato de clorhexidina) junto con
diamidinas (0,1% isetionato de pentamidina, también conocido como Brolene, o 0,1% de
hexamidina, Desomedine), mientras que en las EGA no existe tratamiento, pero se suelen
emplear diferentes azoles y alquilfosfolipidos (Hay et al., 1994; Schuster & Visvesvara, 2004;
Khan, 2006; Lim et al., 2008; Lorenzo-Morales et al., 2013). Diferentes principios activos, con

posible actividad frente a varias cepas clinicas y ambientales de Acanthamoeba, estan siendo
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aun estudiadas en el presente (Turner, 2000; Lloyd et al., 2001; Aksozek et al., 2002; Kopariska
et al., 2004; Risler et al., 2013; Padzik et al., 2014; Chomicz et al., 2015; Khan, 2015; Lorenzo-
Morales et al., 2015; Lépez-Arencibia et al., 2017).

Recientemente, los estudio en principios activos antiprotozoarios se han centrado en la
evaluacidn de sustancias de origen vegetal (Derda and Hadas, 2014; Sifaoui et al., 2014; Lorenzo-
Morales et al., 2015; Niyyati et al, 2016). Diversos derivados bioldgicamente activos
procedentes de plantas son efectivos para el tratamiento de un amplio espectro de
enfermedades, incluyendo el cancer (Sehrawat et al., 2017), diabetes (Diarra et al., 2016),
obesidad (de Freitas y de Almeida, 2017), enfermedades cardiovasculares (Croft et al., 2017),

cerebrales (Jiang et al., 2017), hepdticas (Leake, 2013) y sarcopenia (Katashima et al., 2017).

El acido ursdlico (UA) es una sustancia bioactiva presente en varias plantas medicinales
usadas como un recurso natural en la medicina oriental y la medicina popular (Wozniak et al.,
2015). Se puede aislar de las hojas de diversas plantas (romero, orégano, lavanda, tomillo y en
las hojas de olivo), frutas (piel de manzana), flores, y bayas (Jager et al., 2009; Sifaoui et al.,
2017). En este sentido, el UA (3B-3-hidroxi-urs-12-ene-28-oic-acido) es un triterpénico
pentaciclico (Fig. 1), con una formula quimica de C3H4s03 y una masa molecular de 456.71
g/mol. Es soluble en acido acético glacial caliente y en hidréxido de sodio alcohdlico (Kashyap et

al., 2016).

Figura 1. Estructura del acido ursélico (UA) (Seo et al., 2018)

Interviene en algunos procesos farmacolégicos y modula varias vias de sefializacién para
prevenir el desarrollo de enfermedades crdnicas (Mancha-Ramirez and Slaga, 2016; Hussain et
al., 2017), como antiinflamatorio (Kashyap et al., 2016), antioxidante (Liobikas et al., 2011),
anticarcinogénico (Shishodia et al., 2003), frente a la obesidad (Jayaprakasam et al., 2006),

prevencion de la diabetes (Yu et al., 2015), cardioprotector (Senthil et al., 2007), neuroprotector
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(Wang et al., 2016), hepatoprotector (Sundaresan et al., 2014), para combatir la atrofia de la
musculatura esquelética (Bakhtiari et al., 2016) y posee efectos termogénicos (Katashima et al.,
2017). Sin embargo, el mecanismo bioquimico preciso que conlleva a sus efectos beneficiosos

Nno se conoce completamente.

Todos los estudios sobre el UA muestran que no solo induce varias actividades
fisioldgicas tanto “in vitro” como “in vivo”, sino que también tiene la posibilidad de convertirse
en un candidato para desarrollar fdrmacos antiparasitarios. De esta manera, segln Choi y Lee
2018, el UA ha demostrado ser una sustancia eficaz contra Toxoplasma gondii, inhibiendo su
proliferacién en organismos vivos, asi como la reciente actividad descubierta frente a las formas
de amastigotes y promastigostes de ciertas especies de Leishmania spp. (Yamamoto et al., 2015;
Jesus et al., 2017). Ademas, en un estudio anterior (Sifaoui et al., 2017) se ha demostrado que
el UA presenta actividad frente a Acanthamoeba spp. Por esta razén, este estudio parte de la
hipotesis de que el acido ursdlico pueda inhibir o modular la proliferacion/crecimiento de
Acanthamoeba spp. en humanos, y dar un primer paso para determinar su potencial como

candidato para el desarrollo de fdrmacos contra Acanthamoeba.
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Objetivos

Los objetivos contemplados en este estudio como parte de este Trabajo Fin de Master

(TFM) fueron:

1. Determinar la actividad in vitro de los derivados realizados a partir del acido ursélico
frente a trofozoitos de Acanthamoeba castellanii (Neff) y una cepa clinica de A. griffini.

2. Comprobar la citotoxicidad de los derivados del UA frente a macréfagos murinos
(J774A.1).

3. Evaluar la actividad cisticida de aquellos compuestos que demostraron una mejor

actividad amebicida y una menor citoxicidad, frente a quistes de A. castellanii y A.

griffini.
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Materiales y Métodos

Componentes Quimicos

Se utilizaron un total de trece moléculas para evaluar su actividad in vitro frente a
Acanthamoeba castellanii Neff y A. griffini. De las cuales, doce fueron sintetizadas a partir del
compuesto original del acido ursélico (UA) adquirido de Extrasynthese (Cymit quimica,
Barcelona, Espafia). Estas sintesis se realizaron en el Laboratorio de Productos Naturales
Bioactivos (QUIMIOPLAN) del Instituto Universitario de Bio-Organica Antonio Gonzalez (IlUBO-
AG), por parte del grupo dirigido por la Dra. Isabel Lopez Bazzocchi (Tabla 1). Las soluciones de
stock fueron preparadas disolviendo las moléculas en dimetilsulféxido (DMSO; Sigma Aldrich

(Tres Cantos, Madrid, Espafia) y etanol absoluto a una concentracion de 5 mg/ml.

Cultivos

La actividad amebicida de los compuestos fue evaluada frente a dos cepas:
Acanthamoeba castellanii Neff, genotipo T4 (American Type Culture Collection, ATCC 30010) y
una cepa clinica, Acanthamoeba griffini, genotipo T3. Las cepas fueron incubadas axénicamente
en el medio de PYG (0.75% (w/v) Proteose peptone, 0.75% extracto de levadura (w/v) y 1.5%
glucosa (w/v)) suplementado con gentamicina a 40 pug/ml (Biochrom AG, Cultek, Granollers,
Barcelona, Espafia). Para los ensayos de citotoxicidad se utilizaron macréfagos murinos 1774A.1
(ATCC TIB-67), cultivados en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco Life
Technologies) con suplemento del 10% de suero fetal bovino (SBFI), gentamicina a 10 ug/mly

en estufa de CO, al 5% y 37°C.

Efecto in vitro frente a los trofozoitos de Acanthamoeba spp.

La actividad del UA y los derivados de este fue probada in vitro frente a trofozoitos de
Acanthamoeba castellanii Neff y Acanthamoeba griffini usando un ensayo colorimetro basado
en el reactivo Alamar Blue® (Invitrogen, Life Technologies, Madrid, Espafa), descrito
anteriormente por McBride et al. 2005 y modificado por Martin- Navarro et al. 2008. Las amebas
fueron contadas y sembradas por duplicado en placas de 96 pocillos, afadiendo 50 pl a cada
pocillo de la solucién madre diluida (concentracién de 2:10* células/ml). Tras 15 minutos se
confirmé la adherencia de las amebas mediante el uso del microscopio invertido Leica DMIL

(Leica, Wetzlar, Germany). A continuacién, el UA y los derivados fueron diluidos seriadamente
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en 150 pl de medio PYG en placas con pocillos de gran volumen (deepwell) y se afiadieron 50l
a los pocillos de la placa. Por ultimo, se incorporé 10% de Alamar Blue® a los pocillos y se incubd
a 27 2 C. Después de 96 horas, las placas fueron analizadas usando EnSpire® Multimode Plate
Reader (Perkin EImer, Madrid, Espafia), mediante la lectura de la fluorescencia con un pico de
570 nm de excitacidn y 585 nm de emisidn. Luego, la concentracidn inhibitoria 50 (Clso) fue
calculada por analisis de regresion no lineales con un limite de confianza del 95% usando el

software estadistico Sigma Plot 12.0 (Systat Software Inc., London, UK).

Ensayo de citotoxicidad

Los compuestos fueron sometidos a un ensayo de citotoxicidad in vitro en macréfagos
murinos (J774A.1) utilizando el medio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute, Gibco Life
Technologies) con L-glutamina, suplementado al 10% (v/v) con suero bovino fetal inactivado

(SBFI) y suplementado con gentamicina, 10 pg/ml.

Estos ensayos se realizaron de forma similar al descrito en el apartado anterior para
evaluar la actividad sobre los trofozoitos de Acanthamoeba. Se determinaron los porcentajes de
inhibicidon por duplicado, se calcularon los valores medios y las desviaciones, y se compararon

con los controles negativos.

Actividad quisticida

Los quistes de A. castellanii Neff y A. griffini fueron preparados segin Martin- Navarro
et al., 2013. Los trofozoitos de las dos cepas fueron transferidos del medio de cultivo con PYG
(medio de trofozoitos) al medio de enquistamiento para A. castellanii Neff (NEM) y A. griffini
(GEM) (0.1 M KCI, 8 mM MgSQ,- 7 H,0, 0.4 mM CaCly-2 H,0, 1 mM NaHCOs, 20 mM ammediol
[2-amino-2-methyl-1,3-propanediol; Sigma Aldrich Chemistry Ltd., Madrid, Spain], pH 8.8, a 252
C) y fueron cultivados en estos medios con un agitado automatico durante una semana para
obtener quistes maduros. A continuacién, los quistes maduros fueron cultivados y lavados
usando el medio PYG. El efecto de las moléculas activas frente a los quistes fue evaluado
mediante el calculo de la Clso con la lectura de las placas a las 168 horas (7 dias) de incubacion

por el mismo método descrito con el ensayo en trofozoitos.
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Tabla 1. Estructura quimica de los derivados de acido ursélico (UA) utilizados en los ensayos para la actividad
amebicida. Peso Molecular: UA = 456,38 g/mol, UA1 = 498,37 g/mol, UA2 = 454,34 g/mol, UA3 = 705,55 g/mol,

UASM = 470,38 g/mol, UASD = 484,39 g/mol, UA6 = 512,39 g/mol, UA7 = 596,48 g/mol, UA8 = 619,39 g/mol,
UA9 = 574,4 g/mol, UA10 = 668,56 g/mol, UA11 = 604,43 g/mol, UA15 = 553,45 g/mol.
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Resultados y Discusion

Los resultados de estos experimentos se muestran a continuacién (Tabla 2).

. e

MOLECULA c'“;‘é fcf‘ﬁf/:;""ﬁ grif(j:’l!;oi?;;.M) Macfgsf:gos A&::::fl:;ﬂ: "
(1M) (100 pg/mL)

UA 16,17 £ 2,70 1407+0,31 18,97 +3,96 -

UA1 8,62 £ 0,30 9,36+0,81  9324+7,20 -

UA2 11,54 + 1,47 10,26 £ 0,56 - 30,33 + 1,98

UA3 6,74 £ 0,03 6,43 £ 0,23 - 19,68 + 3,82

UASM 9,72 £ 0,92 7884041  2571+1,58 ;

UASD 9,67 £ 1,46 8,90 £ 1,55 ; 48,73 +2,51

UA6 14,61 +1,26 9,07 1,06 ; 37,71+2,42

UA7 13,05 £ 0,38 8,54 +1,97 . 16,89 + 1,62

UAS 10,41+ 1,36 8,59+ 1,76 ; 34,47 2,04

UA9 9,35+2,12 9,08 £ 0,81 ; 32,84 + 1,46

UA10 8,65 £ 0,49 7,38+0,87 69,37 3,44 -

UA11 9,08+ 1,26 1031+0,81 32,36 +3,44 -

UA15 13,97 1,58 9,16 £ 0,65 - 18,05 £ 0,79

Tabla 2. Resultados de los ensayos de actividad (Clso) de los diferentes derivados del acido ursélico (UA) utilizados
frente a los trofozoitos de Acanthamoeba castellanii Neff y A. griffini, y los ensayos de citoxicidad (CLso y % de
Inhibicidn) frente a macréfagos murinos (J774A.1).

En primer lugar, como podemos observar en los resultados obtenidos, todos los
derivados del UA presentan actividad frente a los trofozoitos, confirmando lo visto en el estudio
anterior (Sifaoui et al., 2017), y ademas muestran una actividad mas alta. La molécula que
presentd una mayor actividad frente a las cepas evaluadas fue el UA3, con Clsg 6,74 + 0,03 y 6,43
+ 0,23 UM respectivamente. Asimismo, el UA5M, UA5D y UA10 también mostraron unas Clsg

bastante bajas.

Las imagenes obtenidas con el microscopio (Figura 2) para el ensayo de actividad de los
trofozoitos de A. castellanii Neff muestran como, a concentraciones de 12,5 y 25 ug/ml para
UAS5D y UAS respectivamente, inhiben la proliferacion, hay gran cantidad de trofozoitos muertos

y otros pierden la morfologia celular caracteristica. Mientras que, por ejemplo; para UA a una

pag. 11




concentracién de 12,5 pg/ml, equivalente a la de UAS5D, los trofozoitos se observan de forma
similar a la del control. Es asi, que a concentraciones bajas se observa como las dos moléculas,

UASD y UAS, tienen una buena actividad amebicida.

Figura 2. Iméagenes de los ensayos de actividad de los derivados del &cido ursélico (UA) utilizados frente a
Acanthamoeba castellanii Neff (20x). Control negativo (A), UA concentracion 12,5 pg/ml (B), UA5D concentracion
12,5 pg/ml (C) y UA8 concentracion 25 pg/ml (D).

Los ensayos de citoxicidad en macréfagos muestran que todas las moléculas poseen una
citoxicidad menor a la del UA. Los compuestos UA1, UA5M, UA10 y UA11l presentan una
citoxicidad mas elevada cuando son incubados en una concentracion de 100 pg/ml, por lo que

estas moléculas quedaron descartadas para la continuacion del estudio.

En las imagenes de los ensayos de citoxicidad con macréfagos murinos (Figura 3), se
observa, a una concentracion de 25 pg/ml de UA, la mayoria de las células muertas, mientras
gue a la misma concentracién para UASD se aprecian macréfagos vivos y que aln conservan su
morfologia celular similar a la del control. De esta manera, el UA5D confirma su moderada

citoxicidad.
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Figura 3. Imégenes de los ensayos de citoxicidad de los derivados del &cido ursélico (UA) utilizados frente
a macréfagos murinos (J774A.1) (20x). Control negativo (A), UA concentracion 25 pg/ml (B), UA5SD
concentracion 25 pg/ml (C).

Por otro lado, mientras que las moléculas UA3, UASD, UA8 y UA9, que presentaban
buenos datos de actividad frente a las amebas, mostraron porcentajes de inhibicién de
macréfagos moderadamente altos, siendo considerados los compuestos candidatos para

continuar los estudios.

No obstante, la molécula UA3 fue descartada debido a que durante su purificacién el

compuesto no pudo ser elucidado correctamente.

Las moléculas UA8 y UA9, aunque mostraron resultados similares, la observacion al

microscopio de los trofozoitos expuestos a UA8 revelaron una mejor inhibicion.

Por todo ello, los compuestos utilizados para estudios de actividad quisticida fueron el

UAS5D y el UAS.
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Clso Quistes A.

MOLECULA castellanii Neff (uM) Clso Quistes A. griffini (uM)
UA5D 19,23 + 2,84 13,66 + 1,50
UA8 18,13+ 1,60 16,80 + 0,65

Tabla 3. Resultados de los ensayos de actividad (Clso) de los derivados del acido ursélico (UA)
seleccionados frente a los quistes de Acanthamoeba castellanii Neff y A. griffini.

Por ultimo, se realizd el ensayo de actividad en quistes de A. castellanii Neff y A. griffini
con las moléculas seleccionadas UA5D y UA8 (Tabla 3). Se obtuvieron valores de actividad
ligeramente bajos, 19,23 y 13,66 uM para UA5D y para UA8 18,13 y 16,80 uM en A. castellanii
Neff y A. griffini respectivamente. Entonces, de forma general se observa como estas dos
moléculas tienen buenas propiedades amebicidas a bajas concentraciones siendo dptimas para
continuar su estudio para comprender su mecanismo de accién, es por ello por lo que el acido
ursélico constituye un buen candidato para ser un antiparasitario y, al igual que se ha
comprobado en estudios anteriores, incluso en otras especies parasitarias. En los cuales se
demostré en animales tratados con UA, por un lado, un efecto terapéutico para la leishmaniosis
cutanea producida por Leishmania amazonensis (Yamamoto et al., 2015), ademds de ser un
tratamiento efectivo para la leishmaniosis visceral en animales infectados con L. infamtum
(Jesus et al., 2017) y ,por otro lado, en otro estudio se empled para tratar la toxoplasmosis
causada por Toxoplasma gondii mostrando como resultado la inhibicidn del crecimiento y de la

proliferacidn del parasito en las células hospedadoras (Choi y Lee 2018).
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Conclusiones

1. Todas las moléculas evaluadas, derivadas del acido ursélico, presentan una mayor
actividad frente A. castellanii Neff y A. griffini que la mostrada por el compuesto de
origen (UAO).

2. Los derivados de 4cido ursdlico presentan una menor citoxicidad en macréfagos
murinos (J774A.1) en comparacién con la del UAO.

3. Las moléculas UA5D y UAS, por todos los datos de actividad amebicida y citoxicidad que
presentan, son buenas candidatas para el desarrollo de alternativas a los compuestos

amebicidas utilizados en la actualidad.
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