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RESUMEN

Ocho extractos crudos y dos fracciones de alcaloides
obtenidos de siete especies vegetales provenientes de la
flora Colombiana, (Abuta grandifolia, Piper holtonii,
Acnistus arborescens, Croton leptostachys, Piper
cumanense, Acacia farnesianay Xilopia aromatica) fueron
evaluadas in vitro frente a tres especies de Leishmania
(promastigotes): Leishmania amazonensis, Leishmania
donovanni y Leishmania braziliensis y epimastigotes de
Trypanosoma cruzi (Tulahuen); dos de estas especies
(Acnistus arborescens y Piper cumanense) mostraron alta
actividad en los ensayos realizados con valores de
concentracion inhibitoria 50 (Cl, ) menores de 12.5 ug/
mL; cercanos a los obtenidos con el farmaco de referencia
pentamidina 10 pg/mL.

ABSTRACT

Eight crude extracts and two alkaloids fractions from seven
Colombian vegetal species, (Abuta grandifolia, Piper holtonii,
Acnistus arborescens, Croton leptostachys, Piper cumanense,
Acacia farnesiana and Xilopia aromatica) were evaluated in
vitro against tree leishmania species (promastigote stage):
Leishmania amazonensis, Leishmania donovanni y Leishma-
nia braziliensis and epimastigote stage from Trypanosoma
cruzi (Tulahuen). Two species (Acnistus arborescens and Piper
cumanense) presented high activity in the assays with inhibi-
tory concentration 50 (IC,)) lower that 12.5 pg/mL; closed to
obtained with pentamidine 10 pg/mL. as reference drug.

INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad que afecta 88 paises en cuatro
continentes; la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que
350 millones de personas estan en riesgo de infeccion y 12 millones
de personas son infectadas anualmente.

La leishmaniasis es el resultado de la infecciéon causada por una
especie de protozoo del género Leishmania, transmitido al huésped
vertebrado a través de la picadura de un insecto del genero
Phlebotomus. Esta afeccion puede presentarse bajo las formas
cutanea, mucocutanea, cutanea difusa y visceral, siendo esta ultima
la mas severa, causada por L. donovaniy fatal si no responde al
tratamiento ©@.
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Los parésitos de la Leishmania existen como formas
flagelares extracelulares (promastigotes) en sus vectores
flebotominos (mosquitos), el hospedero puede ser
infectado cuando el vector hemat6fago se alimenta de
sangre inyectando con la saliva los parasitos a través de
la picadura. En los hospederos mamiferos los parasitos
son transformados a formas intracelulares (amastigotes)
dentro del fagolisosoma de los macréfagos @.

En zonas tropicales y subtropicales, que son regiones
endémicas para esta afeccion, se ha venido presentando
resistencia por parte del parasito a los tratamientos
tradicionales, esto ha llevado al empleo de farmacos mas
toxicos para el paciente como la anfotericina B; asi mismo
los farmacos disponibles son costosos y requieren largos
regimenes de tratamiento lo que hace necesario el
desarrollo de nuevas herramientas terapéuticas para el
tratamiento de esta enfermedad ®.

La técnica in vitro en la investigacion de sustancias
leishmanicidas sobre la forma promastigote tiene la
capacidad de generar informacion confiable con el empleo
de cantidades pequefias de extracto o fraccion a evaluar,
ademas permiten la medicion de la actividad intrinseca
leishmanicida, sin la intervencién de factores del
hospedador, con una mayor exactitud lo cual
generalmente no es posible con modelos farmacoldgicos
in vivo; este modelo permite ademas la evaluacién de un
mayor niamero de compuestos por experimento,
comparado con la forma amastigote intracelular (método
in vivo) que demanda en ocasiones meses de duracion.

La Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana

es causada por el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi
y transmitido por un insecto hematofago del genero
triatoma. En América Latina mas de 10 millones de
personas son infectadas y alrededor de 600.000 personas
presentan los sintomas caracteristicos de la etapa cronica
de la enfermedad, generando aproximadamente 17.000
muertes por afio.

Son pocos los medicamentos disponibles en forma
comercial para el tratamiento de esta enfermedad, los
cuales en muchos casos no son suficientemente efectivos
y presentan efectos secundarios serios que incluyen
toxicidad cardiaca o renal @.

Es prioritario, para el control de estas enfermedades, el
desarrollo de farmacos leshmanicidas vy tripanocidas que
presenten baja toxicidad y buena selectividad, razon por
la cual se requieren estudios de investigacion para la
bdsqueda de nuevos agentes quimioterapéuticos y
quimioprofilacticos a través de pruebas biol6gicas in vitro
e in vivo sobre extractos y moléculas puras de origen
natural.

Las especies vegetales utilizadas en el presente estudio
pertenecen a plantas tropicales colombianas que son
reportadas en la literatura como utilizadas para el
tratamiento de diversas enfermedades. Tabla 1; estas
plantas estan siendo estudiadas fitoquimicamente y se
estan utilizando para la evaluacion de otros tipos de
actividades farmacoldgicas.

En el presente trabajo se encontraron extractos
prometedores con actividad leishmanicida y tripanocida

TABLA 1
Especies estudiadas (3)

Nombre cientifico Nombre vulgar

Parte usada

Uso etnomedico

Croton leptostachys

(Euphorbiaceae) Mosquero, mosquerito

Partes aéreas

Febrifugo y
antipaltdico

Acnistus arborescens

tomatoquina, tabalgue o
(Solanaceae)

fruto de gatillo

Partes aéreas

Contusiones y torceduras
0 esguinces, febrifugo

(Piperaceae)

Piper cumanense : . .
(Piperaceae) Cordoncillo Hojas y Frutos Febrifugo
Piper holtonii Cordoncillo Partes aéreas Febrifugo

Pela, Cuji, aromo, cuji
cimarrén, espinoso, corona
de cristo, trapiche

Acacia farnesiana
(Caesalpiniaceae)

Flor,Raiz,Tallo,
Corteza y Hojas

Dispepsia, analgésico,
antiinflamatorio, antimalarico.

Calea prunifolia

(Asteraceae) Carrasposa

Partes aéreas

Antihipertensivo,
antipaltdico

Xilopia aromatica Malaguita, Anchén, Fruta

Partes aéreas

Tonico, en trastornos

(Menispermaceae) Vibuajeinia. Taque-taque

(Anonaceae) de burro, pepemato, dlgestl\{os y menstruales,
antipaltdico
Abuta grandifolia Cdlicos menstruales, antituberculoso,

Hojas y Corteza

purgante, vermifugo, antibacteriano y
antiparasitario
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que presentan valores de Cl,, cercanos a los encontrados

con la pentamidina (farmaco control).
METODOLOGIA

Las especies vegetales fueron colectadas en diversas
regiones de Colombia y fueron clasificadas
taxonémicamente. Un espécimen de cada planta se
encuentra depositado en el Herbario de la Universidad
Nacional de Colombia con su respectiva codificacion. Las
fracciones de alcaloides fueron obtenidas por métodos
de extraccion acido-base a partir del material vegetal.
Los extractos etandlicos fueron preparados por
percolacién y concentrados en rotavapor a presion
reducida.

Ensayos bioldgicos

Las formas promastigotes de Leishmania: L. donovanni
(cepa PP75), L. braziliensis (cepa 2903) y L. amazonensis
(cepa PH8), fueron cultivados a 26 °C en medio
Scheneider suplementado al 5 % con suero bovino fetal
inactivado (56 °C por 30 minutos), los parasitos en fase
de crecimiento logaritmico fueron distribuidos en
microplacas de 96 pozos a una concentracion de 1x108
paréasitos/mL y cada pozo fue tratado con diferentes
concentraciones de los extractos o fracciones durante
72 horas. La actividad se evalu6 mediante conteo éptico
en microscopio, comparandose con pozos control positivo
y negativo.

La pentamidina y la anfotericina fueron usadas como
farmacos control. Se evaluaron concentraciones de los
extractos o fracciones de 100 pg/mL. 50 pg/mL, 25 g/
mL; en caso de que los productos mostrasen actividad,
las concentraciones se disminuyeron hasta hallar lael IC;
para cada factor de tratamiento fueron realizadas tres
réplicas.

Las formas epimastigotes de T. cruzi, cepa Tulahuen,
fueron cultivadas a 26 °C en medio Liver Infusion Tryptose
(LIT), suplementado al 5 % con suero bovino fetal
inactivado (56 °C por 30 minutos). Los parasitos en fase
de crecimiento logaritmico se distribuyeron en placas de
96 pozos a una concentraciéon de 1x108 parasitos/mL.
Cada pozo fue tratado con diferentes concentraciones
de los extractos o fracciones de durante 72 horas.

La actividad fue medida por conteo Gptico con la
utilizacién de un microscopio invertido y comparandose
con los pozos control. La pentamidina y la anfotericina
fueron usadas como farmacos de referencia para este
ensayo. Se evaluaron concentraciones de 100ug/ml.
50ug/mly 25ug/ml de los extractos o fracciones; en caso
de que en estas condiciones se presentase actividad,
las concentraciones se disminuyen hasta hallar la el IC,;
fueron realizadas tres replicas para cada factor de
tratamiento.

En ambos modelos la Cl,; del extracto o fraccion fue
determinada mediante analisis de regresion lineal de un

grafico porcentaje de inhibicién vs. logaritmo de la
concentracion del extracto o fraccion. El vehiculo utilizado
para la preparaciéon de los extractos fue DMSO, la
concentracion de DMSO no fue superior al 1 %y en estas
condiciones la sobrevivencia de los parasitos es del 100%

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de los ensayos de actividad determinando
la inhibicion de la parasitemia de las diferentes cepas
empleadas, con relacion al farmaco de referencia,
mostraron efectos significativos en cuatro de los extractos
etanolicos evaluados. En el caso de Leishmania dos de
ellos [Piper cumanense (hojas) y Acnistus arborescens
(parte aérea)] presentaron valores de Cl,, menores de
12.5 pg/mL cercanos a los obtenidos para el control
(pentamidina 10 pg/mL).

En el caso de actividad sobre epimastigotes de T. cruzi
estos mismos extractos etanolicos presentaron también
valores de Cl,, menores de 12.5 ug/mL, llegando a ser
casi tan activos como el farmaco de referencia
(pentamidina, 10 pg/mL). Adicionalmente otros dos
extractos etanolicos presentaron solo actividad
tripanocida con valores de Cl,, < 12.5, estos fueron
Acacia farnesiana (hojas) y Xilopia aromatica (parte
aérea). Los resultados generales se encuentran
resumidos en la Tabla 2.

Se puede concluir sobre la base de los ensayos realizados
la existencia de dos extractos etandlicos activos sobre
las formas parasitarias tanto de Leishmania en sus tres
cepas como también sobre epimastigotes de T. cruzi
[Piper cumanense (hojas) y Acnistus arborescens (parte
aérea)]. Adicionalmente se encontraron dos extractos
etanolicos activos contra T. cruzi [Acacia farnesiana
(hojas) y Xilopia aromatica (parte aérea)].
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