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Resumen

La leishmaniasis es una enfermedad que afecta principalmente a poblaciones de
escasos recursos, la cual es causada por parasitos del género Leismania y es
transmitida por la picadura de fleb6tomos infectados. Se estima que cada afio se
producen aproximadamente 700.000 casos nuevos de infeccién y entre 20.000 y
30.000 muertes, lo que llevd que, a partir de hace algunos afios, el estado colombiano
invirtiera uno 4,5 millones de dolares en la adquisicion de medicamentos necesarios
para tratar la enfermedad.

Actualmente, esta enfermedad aln no cuenta con un tratamiento optimo, debido a la
toxicidad, el costo y la resistencia por parte de algunas especies del parasito a los
farmacos basados en sales antimoniales pentavalente, la Unica opcion para combatir
la enfermedad desde hace mas de 50 afios, esto debido a que hace parte de aquellas
enfermedades desatendidas que se caracterizan por no contar con grandes inversiones
en el sector farmacéutico. Ademéas de ello, se carece de compuestos activos
antileishmaniasicos sin efectos toxicicos contra la célula del mamifero afectado, lo
que conlleva a un gran reto de investigacion en areas como la Medicina y la
Biologia. Por tal motivo, en el presente proyectos, se evaluaron siete extractos de tres
especies de plantas diferentes cuyo saber popular y conocimiento ancestral haya
referenciado su uso en afecciones de la piel, con el fin de buscar una alternativa de

origen natural para el tratamiento de esta enfermedad.
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1 Introduccidn

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria que afecta principalmente a poblaciones de
escasos recursos, la cual es causada por el parasito del género Leishmania y transmitida por
la picadura de flebdtomos infectados. Se estima que cada afio se producen
aproximadamente 700.000 casos nuevos de infeccion y entre 20.000 y 30.000 muertes
(OMS, 2010) en los 98 paises endémicos para esta enfermedad (Alvar, Velez, Bern,
Herrero, Desjeux, Cano & WHO, 2012) lo que refleja los inconvenientes crecientes que se
tienen sobre salud publica relacionados con lesihmaniasis y la razon por lo que es
catalogada como enfermedad huérfana. La leishmaniasis, conocida mejor como un grupo de
enfermedades, se clasifican en tres formas: leishmaniasis visceral, leishmaniasis cutanea y
leishmaniasis mucocutanea, en donde muchas veces una conlleva a la otra si no se es
tratada apresuradamente (Guaman, Armijos & Mancheno, 2017). Para la leishmaniasis
cutadnea (LC), la incidencia anual a nivel mundial es de alrededor de 1 millon de casos
nuevo al afio (Jiménez, 2016)., con un mayor nimero de casos en paises de América, Asia 'y
el medio oriente, siendo Afganistan, Argelia, Colombia, Brasil, Iran, Siria, Etiopia, Sudan,
Costa rica y Peru; los diez paises con mayor numero de casos estimados y reportados
(Alvar, 2012). La LC es producida por 25 géneros de Leishmania diferentes. En América
es causada mayormente por las especies L. mexicana, L. amazonensis y L. brasilienses;
mientras que, para el viejo mundo, las especies L. tropica y L. aethiopica son las que mas
generan esta enfermedad (Reithinger, Dujardin, Louzir, Pirmez, Alexander & Brooker,
2007). Las lesiones cutaneas que generan esta afeccion pueden llegar a ser Unicas o
mdaltiples, presentandose, en general, como ulceras de bordes elevados, en algunos casos
cubiertas de exudado, indoloras. Pueden cicatrizar en varios meses o0 persistir durante
algunos afios (Gaudiano, Valderrama, & Avila, 2016). El tratamiento para la leishmaniasis
usado como primera eleccion hace méas de 70 afios, son las drogas a base de antimoniales
pentavalentes con una tasa de curacion variable entre el 50% y el 70%, pero al mismo
tiempo, presentando fallas como su toxicidad, el elevado costo, la disponibilidad para los
pacientes, ademas de la falta de efectividad en muchos casos, resistencias y diversos efectos

secundarios (Rojas, Paz, Cdrdova & Rivero, 2017). Segun el ministerio de salud y
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proteccion social de Colombia, la situacion del pais es preocupante debido al incremento
registrado durante los Gltimos afios de casos de LC, el proceso creciente de domiciliacion y
urbanizacion del ciclo de transmision, el cambio en el patron epidemioldgico y la aparicién
de nuevos focos (Instituto Nacional de Salud, 2010).

Actualmente la leishmaniasis ain no cuenta con un tratamiento 6ptimo debido a que hace
parte de aquellas enfermedades desatendidas, que se caracterizan por no contar con grandes
inversiones en el sector farmacéutico, ademéas de ello, existe una falta de compuestos
activos leishmanicidos los cuales sean no citotoxicos para la célula lo que conlleva a un
gran problema en el area de la medicina, y es por tal motivo que se busca una alternativa
para el tratamiento a través de ciertas plantas que producen diversos metabolitos
secundarios con un posible potencial antiparasitario.

Colombia es un pais que cuenta con mas de 53 gimnospermas y 23,082 angiospermas
(Fakhfakh, Fournet, Prina, Mouscadet, Franck, Hocquemiller & Figadére, 2003), algunas
de ellas, con gran potencial para investigaciones bioldgicas en el ambito de la medicina por
medio de metabolitos que podrian servir para el desarrollo de tratamientos para todo tipo
de enfermedades. Los productos que han demostrado posible actividad contra enfermedades
parasitarias son las quinolinas sustituidas o las estirilquinolinas, las cuales pueden ser
sintetizadas a partir de diversos reactivos (Barrera, Suarez & Quintero, 2013), sin embargo,
se han encontrado diversos metabolitos tipo alcaloides obtenidos de plantas que presentan
actividad contra enfermedades parasitarias. Del mismo modo, existen otros productos como
lo son las bencilquinolinas, los alcaloides de Amaryllidaceae, los alcaloides indélicos de
Apocynaceae, los alcaloides ind6licos de Loganiaceae y Rubiaceae y los alcaloides
esteroidales extraidos de otras familias de plantas que también presentan actividad contra
Plasmodium y Leishmania y podrian ser objeto de estudio para investigaciones que ayuden
a los tratamientos de algunas de las enfermedades tropicales mas importantes (Muthaura,
Rukunga, Chhabra, Mungai & Njagi, 2007).



1.1 Objetivo general

Evaluar la actividad in vitro de extractos etanolicos y acuosos en amastigotes intracelulares de

L. (V) braziliensis, con el fin de determinar su potencial leishmanicida.

1.2 Objetivos especificos

e Analizar especies vegetales de algunas regiones de Colombia con fin de identificar las
de mayor potencial terapéutico para enfermedades de la piel.

e Valorar in vitro el potencial leishmanicida de extractos de plantas medicinales

e Evaluar la actividad citotéxica in vitro de los extractos de Uncaria tomentosa,

Picramnia spruceana y Solanum nigrum en macréfagos de origen humano.



2 Marco tedrico

2.1 Leishmaniasis

Las leishmaniasis pertenecen a un gran nimero de enfermedades extendidas en todo el
mundo, con una gran incidencia en paises del medio oriente, asi como también en Africa,
Ameérica central y Sudamérica (Iniesta & Luengo, 1982). Es causada por parasitos
protozoarios del género Leishmania y transmitida por la picadura de cerca de 30 especies
diferentes de flebotomos, del género Lutzomyia en el nuevo mundo y del género
Phlebotomus en América, afectando con una mayor incidencia a las poblaciones de escasos
recursos, estando asociada con las malas condiciones de vivienda, la malnutricion y el

desplazamiento (Suarez, 2011).

Segin Kumar (2013), la leishmaniasis es la enfermedad parasitaria mas prevalente en el
mundo, después de la malaria. Para la organizacion mundial de la salud (OMS), solo una
pequefia parte de las personas infectadas por Leishmania acaban padeciendo la enfermedad,
pero se estima que cada afio se producen entre 700.000 y un millén de nuevos casos y entre
20.000 y 30.000 muertes.

La enfermedad es endémica en aproximadamente 98 paises, pero en pocos paises hay
notificacién de la enfermedad, lo que resulta en una subestimacién del nimero de casos real

convirtiéndose en un problema de salud publica (Myler & Fasel, 2008)

2.1.1 Taxonomia

La Leishmaniasis es causada por parasitos del orden Knetoplastidia, de la familia
Trypanosomatidae y del géenero Leishmania, sin embargo, ha evolucionado a lo largo de los
afios de tal forma que su taxonomia aun continda siendo compleja. Antes de clasificarse
segun sus caracteristicas moleculares y bioguimicas, los grupos taxondmicos se basaban en
el resultado clinico que producia la enfermedad y su localizacion geografia, de tal forma
que el género de Leishmania esta fraccionado en dos subgeneros, Leishmania y Viannia,

los cuales se subdividen en complejos (Figura 1). Mientras que en el subgénero Viannia
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estan los complejos L. braziliensis y L. guyanensis, en donde se encuentran las especies: L.

braziliensis, L. peruviana, L. colombiensis, L. lainsoni, L. shawi, L. naiffi y L. guyanensis,

L. panamensis, respectivamente. Para el subgénero Leishmania se tienen cinco complejos,

los cuales son, L. major, L. tropica, L. aethiopica, L. donovani y L. mexicana, en donde los

tres primeros solo poseen una sola especie, cuyo nombre es igual al del complejo. Por

ultimo, el complejo L. donovani estd conformado por tres especies L. donovani, L. infantum

y L. chagasi, y el complejo L. mexicana esta formado por L. mexicana, L. venezuelensis, L.

garnhami, L. amazonensis y L. pifanoi (Yuil & Sousa, 2010).

ORDER Kinatoplastida

)

FAMILY Trypanosomatidae

L J

GENERA Leishmania

|

SUB-GEMERA Leishmania

|

|
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Figura 1. Taxonomia del género Leishmania (Mishra, Kishore, Singh & Tiwari, 2013).

2.1.2 tipos de Leishmaniasis

La enfermedad se presenta en tres formas clinicas que pueden llegar a manifestarse en el

ser humano, éstas dependen de la especie de Leishmania implicada y el estado

inmunoldgico del infectado, que son:



LV: también conocida como kalazar en el viejo mundo. Se reconoce por ser producida por
la propagacion del parasito Leishmania, a través de todo el sistema mononuclear fagocitico,
mayormente en organos como el higado, la medula 6sea y el bazo (Chappuis, Sundar,
Hailu, Ghalib, Rijal, Peeling & Boelaert, 2007)., pero de igual manera, en algunas
ocasiones se han llegado a observar que la visceralizacion también involucra 6rganos como
los pulmones, la laringe, el intestino delgado, el es6fago, el estdmago y también la mucosa
oral (Zijlstra, 2001).

En la LV, los macrofagos infectados liberan TNF-alfa (factor de necrosis tumoral) que
estimulan la fase aguda de la reaccién inflamatoria y por lo cual hace que se produzca una
fiebre intensa y se consuma parte del tejido graso y muscular. Clinicamente, este tipo de
enfermedad puede expresarse por la presencia de anemia, pérdida de peso, caquexia,
cambios en la pigmentacion de la piel y hepatoesplenomegalia (Chappuis,et al., 2007). Las
especies de Leishmania que mas se han llegado a asociar con este tipo de enfermedad
especificas, son: L. chagasi y L. amazonensis para el continente americano, y L. tropica, L.

infantum y L. donovani para el viejo mundo (Grevelink, 1996).

LC: Es el tipo de Leishmaniasis mas frecuente y con mas amplia distribucién en el mundo.
Es causada por diferentes protozoos del género Leishmania, pero son L. mexicana, L
amazonensis, L. venenzualensis y L.panamensis, los que méas han sido reportados como
originarios de una patologia en humanos para América. Por otro lado, L. major, L. tropicay
L. aethiopica, son las que mas se presentan en el viejo mundo. La infeccion suele comenzar
con un pequefio tumor eruptivo de la piel justo en el sitio de la picadura, en donde, después
de algunas semanas su tamafio aumenta, se forma un nédulo hasta convertirse en una ulcera
(Saravia et al. 2009). El espectro clinico inmunolédgico de la LC permite clasificar la

variante de la enfermedad en tres clases diferentes de LC.

e LC localizada: Causa lesiones ulcerosas, pueden ser multiples o Unicas. Posee un
crecimiento profundo, granuloso e indoloro. Pueden ser lesiones adenopaticas o
satelitales. Todas estas manifestaciones clinicas van a depender de la respuesta del
individuo infectado, la especie del parasito y el tipo de ciclo zoondtico. Este tipo de
leishmaniasis cutanea es la mas comdn, con una frecuencia en casos de entre 90% a
99%.



e LC intermedia: Los casos reportados con este tipo de leishmaniasis con muy bajos,
alrededor del 2%. Genera lesiones proliferativas de apariencia vegetante o

verrugosa que se cronifican.

e LC difusa: Se presenta como lesiones maltiples de diferentes tamafios, de placas o
nodulares, sin manifestacion de inmunidad que proteja (Figura 2). Puede llegar a ser
tan grave que se pueden producir mutilaciones, pero su frecuencia en los casos es de

menos del 1% de los pacientes con LC. (D'Suze & Garcia, 1993)

Figura 2. Fotografia de paciente con ulcera en dorso de mano izquierda al momento de

la primera consulta (Négalo, Molina, Norry, Romano & Lorenz, 2012).

LMC: las lesiones causan destrucciones, en su mayoria, en areas que poseen cartilagos,
ocasionando mutilaciones de los tejidos subyacentes (Gonzalez, Benito, Garcia &
Iglesias, 2009). Debido a que es una enfermedad que ataca especificamente la cavidad
oral, la nariz y la faringe, genera dificultad para comer y aumenta los posibles riesgos

de alguna otra infeccion y la desfiguracion (D'Suze, 1993).

En general, las lesiones cutdneas permanecen localizadas, pero en algunos casos, los
parésitos de Leishmania pueden distribuirse por los vasos linfaticos y llegar a producir
lesiones secundarias en otras partes del cuerpo como regiones especificas de la piel o en

las mucosas (Weis, 1943).

2.2 Ciclo bioldgico de Leishmania

A pesar de la existencia de distintos tipos de Leishmaniasis y sus diferencias, las
especies de Leishmania son muy similares en su ciclo de vida y es por ello que, para

poder aplicar una medida de control, tratamiento o estudio para cualquier especie, es

7



necesario conocer y entender cada una de las etapas de esta infeccion (Ministerio de
Salud de Lima, 2000).

Leishmania presenta su ciclo de vida usando dos huéspedes y al mismo tiempo se
desarrolla en dos ciclos de transmision distintos dependiendo de ellos. El primero es
cuando se circula por reservorios naturales en vida silvestre como zorros, chacales,
lobos, perezosos y mayormente roedores de la especie Proechymis semispinosus,
Hoplomys gimnurus, Rattus rattus alexandrinus, Kannabateomys amblyonyx,
Dasyprocta azarae y Cuniculus paca (Medina, 1966); manteniéndose en vectores
propios de la zona endémica. El en segundo ciclo existente, los vectores pueden llegar a
atacar a los animales domésticos como gatos, perros y caballos, llegando a afectar de

igual forma al hombre (Montalvo, 2010).

Los parasitos de Leishmania poseen dos estadios en su ciclo de vida, el amastigote, que
es inmdvil y no presenta flagelo, pero es el estado en el que se encuentra cuando el
vector toma sangre del vertebrado infectado para alimentarse, ingiriendo los
amastigotes que se encuentran en los macréfagos del animal. Después de un dia o dos,
los amastigotes se transforman en promastigotes, la forma flagelada y movil del
parasito que exhibe la extremidad posterior mas delgada que la anterior. En este estadio
se empiezan a multiplicar de forma acelerada por fisién binaria longitudinal. Muchos de
ellos se unen a la pared, mientras otros quedan libres en el lumen intestinal. EI lugar
donde se encuentra el parasito en el intestino varia dependiendo la especie del vector y
de por supuesto el parasito. Luego de la replicacion del microorganismo, los
promastigotes migran hacia la faringe y el eséfago (Muskus & Villa, 2002).

En el momento en el que el vector que esta infectado se alimenta de un huésped sano,
son inoculados aproximadamente de 10 a 100 promastigotes que se encuentran en la
proboscis y traspasan la dermis, de alli se mantienen en el espacio intracelular y
accionan un complemento que permite la acumulacion de macréfagos y neutrdéfilos. El
mosquito disminuye la produccion de 6xido nitroso por medio de la saliva gracias a los
macrofagos activados, lo que genera que este fluido cumpla un rol importante en el
establecimiento de la infeccidn (Hall, 1995). Cuando los vectores estan exageradamente
infectados, la proboscis se congestiona y dificulta la alimentacion del vector. Por lo que

se le hace necesario realizar varias picaduras y por ende inoculaciones. A pesar de que
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muchos de estos promastigotes son destrozados por leucocitos polimorfonucleares, los
restantes tardan en convertirse de 3 a 4 horas en amastigotes dentro de células del
reticulo endotelial, permaneciendo en un estadio estacionario por unas 36 horas mas y
luego, comenzar a reproducirse (Sanchez, Sdenz, Pancorbo, Zegarra, Garcés & Regis,
2004).

iy
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Figura 3. Ciclo de vida de las especies del género Leishmania. (Koneman & Allen,
2008)

2.3 Respuesta inmune contra la Leishmania

La infeccién de Leishmania y la reaccion del sistema inmune, resultan ser diferentes
dependiendo las caracteristicas del hospedero y la especie del parasito, por lo cual hace
que sea tan compleja y, por ende, una de las invasiones de agentes patogenos en el
organismo mas estudiadas en los ultimos afos. Leishmania puede producir una
respuesta inmune protectora contra infecciones posteriores de hasta la misma especie,

no obstante, solo en algunas especies de Leishmania ocurre esto.

Inmediatamente el vector se alimenta del hospedero humano comienza la interaccion



con el sistema inmunitario. El insecto introduce sustancias vasodilatadoras a través de
las piezas bucales que laceran los vasos sanguineos de la piel, alli la enzima
hialuronidasa forma un cumulo de sangre de la que el insecto se alimenta,
consecuentemente el sistema inmune innato acta liberando cininas para una
vasoconstriccion y al mismo tiempo se activa la coagulacion para producir una
trombosis de los vasos afectados llegando macréfagos y neutréfilos sanguineos al lugar
de la lesion, todo esto con el fin de detener el proceso de infeccion-, sin embargo, la
saliva del insecto juega un papel importante, conteniendo sustancias vasodilatadoras
como la adenosina, antiagregantes plaquetarios y otras sustancias estimuladoras, que
permiten que el vector se alimente al reducir la inflamacion y asi poder transmitir la
infeccion(Yuil & Sousa, 2010).
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3 justificacion
3.1 Tratamientos actuales para la leishmaniasis

Debido a que la Leishmaniasis esta constituida por un amplio espectro de afecciones que
van desde la lesion cutanea localizada, hasta los cuadros sistematicos viscerales que pueden
llegar a ser mortales, y que ademés esta variedad de sintomas clinicos depende de la
especie del protozoario causante de la enfermedad, resulta completo dictar un régimen

terapéutico especifico para las diferentes presentaciones de la infeccion.,

Para la LC, primero es necesario tomar en cuenta la ubicacion de la lesion, el tamafio, el
tiempo desde que se tiene la lesion y el riesgo de distribucién mucosa, entre algunos otros
aspectos, mucho antes de tener en cuenta un tratamiento. En Latinoamérica las especies que
mas se han reportado como causantes de esta enfermedad son L. braziliensis y L.
panamensis lo cual es un factor al que se debe prestar atencion debido a que suelen recaer o
evolucionas en una LMC si no es tratada adecuadamente. Por otro lado, las especies que
inciden en los continentes de Europa y Asia poseen un comportamiento mas benigno, tal el
caso de que las lesiones no tienen un riesgo de complicacion y usualmente pueden tratarse
con una vigilancia del avance de la lesion que suele desaparecer sin tratamiento en algunas

semanas (Perez, Diaz, Perez, Ferrere, Monje, Norman & Lopez, 2010).

Los tratamientos mas usados para la enfermedad durante los ultimos 70 afios se basan en
sales antimoniales pentavalentes. Hoy en dia, se disponen en el comercio dos
formulaciones, el antimoniato de meglumina (Glucantime®) y el estibogluconato de sodio
(Pentostam®), los cuales son equivalentes en términos de eficacia clinica, efectos
secundarios, farmacocinética y mecanismos de accion. Este Gltimo es el farmaco que mas
se utiliza para la LV, mientras que el antimoniato de meglumina es la medicina de eleccién
enla LC y LMC. La accion de estos medicamentos se basa en la reaccion que presentan los
antimoniales con los grupos (-SH), considerando que la actividad letal es por causa de la
inhibiciébn de las enzimas (Henao, Osorio, Saravia, Gomez & Travi, 2004).
Lamentablemente, segin la OMS en el 2010, el costo de estos medicamentos es bastante
alto, variando de unos US$67 para el estibogluconato de sodio y US$98 para el antimoniato

de meglumina.
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Diversas investigaciones han realizado experimentacion con tratamientos alternativos como
la termoterapia, en donde se aplica calor localizado, unos 50°C durante 30 segundos con
varias repeticiones, la cual ha tenido una eficacia del 60%; también se usa la paronomicida
al 15% que se combina con una pomada de cloruro de metilbencetonio al 12% durante unos
dias, la eficacia de este es de 65%. Otra eleccion para una terapia contra la enfermedad es la
crioterapia con nitrogeno liquido a -195°C, esta se aplica sobre la lesion una 0 mas veces a

la semana durante unos cuantos meses, la eficacia es de un 90% (OMS, 2010).

3.1.1 Toxicidad y resistencia

A pesar de que los compuestos pentavalentes han resultado ser menos toxicos que los
farmacos antecesores como los antimoniales trivalentes, adn contindan generando
reacciones adversas en relacion con su uso. Entre los efectos que mas se destacan son la
bradicardia, los trastornos renales, la vasodilatacion y la cardiotoxicidad, cuyas
anormalidades pueden proceder en arritmias severas asociadas a un suministro de dosis alta
(mayor de 3 a 4 gramos) Y terapia prolongada. Es bien sabido que aquellos pacientes que
presentan malnutricion, deterioro en la funcién renal o una enfermedad cardiaca
preexistente, resultan ser mas sensibles a los efectos cardiotdxicos de estos medicamentos
(Hepburn, Nolan, Fenn, Herd, Neilson & Sutherland, 1994). De igual manera, las funciones
renales y hepaticas también pueden deteriorarse a causa de estos medicamentos,
contemplandose un aumento reversible en las enzimas hepato celulares, anemia aplésica,

trombocitopenia, pancreatitis quimica y leucopenia.

Cuando se suministran pequefias dosis de estos farmacos, se generan reacciones leves
incluyendo nauseas, vomitos, fiebre, diarrea, sincopes, dolor abdominal y polineuropatia
que puede ser reversibles; como consecuencias, existen algunas contraindicaciones para el
uso del antimoniato de meglumina y el estibogluconato de sodio en mujeres embarazadas,

nifilos menores de dos afios e individuos con neumonia o tuberculosis (Vasquez, 2009).

La disminucion de la eficacia de los medicamentos derivado de sales antimoniales

pentavalentes, definida como quimio-resistencia, se ha venido presentado a lo largo de los

afos. Esta resistencia puede llegar a ser innata, natural o adquirida y ha sido demostrada en

investigaciones al seleccionar parasitos con caracteristica las cuales le permiten sobrevivir
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cuando hay presencia de la droga en dosis dptimas. La disminucion de la eficacia de estos
medicamentos compromete el descenso de la acumulacion celular de farmacos en
consecuencia a la expresion constante de trasportadores ABC, encargados de descartar las
toxinas xenobioticas y ambientales, como también de los desechos celulares (Padréon &
Ponte, 2013). A pesar de todos los reportes que se han hecho sobre dicha resistencia a la
terapia antimonial, aun sigue siendo la primera opcién de tratamiento a la enfermedad y los

prondsticos sobre una medicacidn alternativa siguen en investigacion.

3.2 La leishmaniasis en Colombia

Segun el instituto nacional de salud (2017), el incremento en los casos de leishmaniasis en
Colombia ha generado un problema de salud publica en los ultimos afios. En la década de
los noventa se notificaron aproximadamente 6.500 casos de leishmaniasis (ministerio de
proteccion social de Colombia, 2010), mientras que para el 2017 se informaron en
promedio 6.910 casos nuevos, afectando principalmente al género masculino (Figura 4),
por lo que se evidencia un alarmante aumento de la enfermedad. La leishmaniasis ha
resultado ser, segun investigaciones, una patologia endémica en gran parte del territorio
nacional, a excepcién de San Andrés y el Atlantico: se estima que alrededor de 10 millones
de personas se encuentran en riesgo de contraerla, debido a que su transmision es

esencialmente en el area rural.

En Colombia se encuentran 133 especies del género Lutzomyia como vectores, mas
conocidos como arenilla, capotillo o pringador. La distribucién geografia del género
empieza desde el nivel del mar hasta los 3.500 msnm, no obstante, su ciclo de transmision

no sobrepasa altitudes de 1.750 msnm.

Al ser Colombia uno de los 3 paises con mayor numero de especies de Leishmania, en el
afio 1998 se establecio un programa en el pais para el control de vectores que constaba de
un rociado regular de insecticidas y distribucion de mosquitero, desde entonces en los
ultimos afios se han elaborado programas de promocién, prevencion y el control
epidemiolégico, por medio de campafas y entra de boletines informativos (Rodriguez &
Ubaque, 2016). También existe un programa de control de yacimientos y control de
roedores, uno de sus principales reservorios. Sin embargo, los programas tienen falencias
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en la falta de identificacion de los casos, la inaccesibilidad para un buen diagnoéstico, la
falta de personal médico especializado y otros recursos humanos para proporcionar un buen
tratamiento. Lamentablemente no solo es la falta de profesionales y un buen manejo de
proyectos para el control de la enfermedad lo que ha aumentado la cifras afectados por
leishmaniasis, también las actividades militares y los conflictos armados han incrementado
la incidencia de la enfermedad, ocasionando que entre el 2005 y el 2010 se hayan
presentado mas de 45.000 casos de LC en el pais, a pesar de que las zonas deforestadas con
fines ganaderos hayan creado una especie de tampdn entre las viviendas humanas y los
territorios selvaticos, disminuyendo la tasa de transmision de leishmaniasis. De igual
manera, tal transmision se puede generar también en los entornos peridomeésticos de los

valles andinos con plantaciones de café (OMS, 2010).

Segun la organizacion mundial de la salud (2016), aunque si se reporten casos de LV, ésta
abarca un porcentaje muy bajo de alrededor de un 0,1%, al igual que la LMC que es de
0,9% en comparacion los inmensos alcances que ha tenido la LC en el pais, los cuales se
concentran entre un 95% a 98% de todos los casos de leishmaniasis. La LC se exhibe de
forma endémica en distintas zonas rurales de Colombia, muchas de ellas bastante alejadas
de algun centro médico en donde se pueda tratar la enfermedad. De acuerdo con numerosos
estudios realizados en los ultimos afios, la epidemiologia de la LC resulta mas problematica
que la generalmente aceptada, demostrando que los datos de los focos de transmision intra
y periodomiciliaria manifiestan que las estadisticas del instituto nacional de salud no
proporcionan la verdadera situacion epidemioldgica de la leishmaniosis en las zonas rurales
del pais (Velez, Hendrickx, Robledo & Agudelo, 2001).

El diagndstico para la confirmacién de la leishmaniasis en Colombia depende del tipo a la
que esta pertenezca. Para la LV se usa la técnica de comparacion de anticuerpos
immunoflorecente (IFAT), mientras que, para la LC, que es la mas comdn, se realiza un
examen microscopico de una muestra de la lesion cutanea y se identifica (Organizacion
mundial de la salud, 2010).

Como se ha descrito anteriormente, el principal tratamiento para la leishmaniasis son los
medicamentos a base de sales antimoniales pentavalentes, siendo para Colombia también el
farmaco primario para la atencion clinica de esta enfermedad. Lastimosamente debido a la

ubicacion en la que se encuentran los afectados y algunos otros factores como la
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disponibilidad del personal capacitado y el conflicto armado, no permiten que todas las
personas afectadas puedan tener acceso al medicamento (INS, 2010). Por consiguiente,
éstas no serian las unicas desventajas de las sales antimoniales pentavalentes, pues también
la resistencia de algunas especies de Leishmania frente a este farmaco y la toxicidad que

este representa ya ha generado muertes en el pais (OMS, 2010).
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Figura 4. Numero de casos de leishmaniasis en Colombia, presentados en el 2017.
(Instituto nacional de salud, 2017)

Como ya se ha conocido, el tratamiento de la leishmaniasis posee varios factores que deben
ser motivo de investigacion como son la prevencion de manifestaciones mucosas tardias, la
disminucion del tiempo de infeccion, la eliminacion del parasito, la gravedad de la
afeccion, la magnitud de la enfermedad y la interrupcion del ciclo de transmision vectorial.
Debido que, desafortunadamente, la cantidad de quimioterapéuticos desarrollados no han
podido abastecer estas necesidades. Es por este motivo que hoy en dia se busca la
produccion de medicamentos que superen las desventajas que ofrecen aquellos que estan

disponibles hace méas de 70 afios, procurando alternativas desde la generacion de productos
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naturales o compuestos derivados de los mismos (Beltran Saldafia & Cavero Bernal, 2011).
Una opcion para esta inquietante problematica es el uso de las plantas medicinales y la
Etnobotania a través de la aprovechamiento del conocimiento ancestral que se tiene en
Colombia, que goza de una ventaja competitiva como lo es la megadiversidad de especies

vegetales.

En el afio 2017, los delegados de los paises endémicos participantes de la Reunidn Regional
de Leishmaniasis, aprobaron el Plan de Accion de la Leishmaniasis en las Américas 2017-
2022, que detalla las metas, indicadores y acciones para cumplir con los compromisos de la
Resolucion CD 55 R09 del 2016 (OPdl, 2015), los cuales se atribuyen a:

e Reducir la letalidad por LV en 50%;
e Reducir las muertes por LC y LMC en 90%;
e Reducir la proporcién de LC en nifios menores de 10 afios en 50%

e Reducir la incidencia de LV, teniendo en cuenta el escenario epidemioldgico

de cada uno de los paises endémicos.

Conociendo el potencial de las especies vegetales como fuente esencial de compuestos
beneficiosos y el aprovechamiento de las industrias farmacéuticas de los recursos
bioldgicos, se propuso evaluar en este proyecto la actividad leishmanicida y citotoxicidad
de extractos de origen vegetal, cuyas fuentes fueran reconocidas como plantas medicinales
capaz de combatir ulceras y demas afecciones de la piel, a partir del conocimiento ancestral

y el saber popular en el pais.

3.3 Plantas medicinales

3.3.1 Uncaria tomentosa

También conocida como ufia de gato, esta especie perteneciente a la familia Rubiaceae,
cuyas plantas han sido usadas durante afios por pueblos y etnias como plantas medicinales
en tratamiento que afectan la salud humana, han resultado interesantes para investigadores
que buscan responder ante un tratamiento de desarrollo sustentable y natural (Souza,

Mendonca & Pessoa da Silva, 2013). Tal es el caso de la especie Paulicourea guianensis,
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distribuida en paises de Centroamerica y Suramérica, fue utilizada por mucho tiempo para
dolencias renales e inflamaciones, asi numerosos estudios determinaron que posea
actividad antimicrobiana antimicética y antioxidante, atribuyéndose como candidata para
un producto farmacobiologico (Giraldo & Ramirez, 2013). Es asi como esta familia ha
estado presente en 102 estudios etnoboténicos, 20 estudios fitoquimicos y 18 estudios
farmacoldgicos en uno de los pises con mayor produccion de investigaciones como es
Brasil (Souza, 2013).

La ufia de gato ha conseguido popularizarse medianamente como planta medicinal en
Colombia, la comunidad indigena de los Tikuna llamaba a esta planta como michiparru,
usada como tratamiento para infecciones que podian observarse en la piel y también el sida,
la preparacion del emplasto a través de la coccion de la corteza y se administraba por

inhalacion de vapor (Quintana,2016).

Algunos estudios han logrado describir ventajas que tiene Ucrania tomentosa como planta
medicinal, entre ellas su potencial antinflamatorio demostrados en ratones después de 90

dias de tratamiento (Franciscone, 2014).

3.3.2 Solanum nigrum

El primer referente que se tiene de esta clase de trabajos es de 1860 por Florentino vezca,
ya posteriormente se comenzaron por incluir investigaciones cientificas que son
influenciadas por el conocimiento ancestral de las comunidades del pais. Un ejemplo de
ello, es la poblacidn residente en la reserva forestal del Malmo en el municipio de Tunja, en
donde el uso tradicional de especies de plantas pertenecientes a la familia Solanaceae
resulta ser la méas utilizada por la comunidad, asignando alrededor de 17 usos posibles a las
especies Brugmancia arborea, Brugmancia sanguinea, Datura stramonium y Solanum pseudolulo
(Manrique & Manrique, 2006).

La especie Solanum nigrum, también conocida como Hierba mora, perteneciente a la
familia Solanaceae, igualmente le es atribuido su empleo en la etnobotanica. El Resguardo
Indigena del Gran Cumbal que se encuentra localizado en el Municipio de Cumbal, Narifio;
dispone de la hoja, el tallo y el fruto para realizar infusiones y aplicarlo via externa con

fines desinflamatorios y curacion de heridas en la piel (Horak, Somerlikova,Kavenska,
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Skrabakova & Tournon, 2015). También es conocido que la comunidad de los taitas,
ubicada en el Valle de Sibundoy, en el departamento del putumayo; utilizan las hojas y el tallo
de la hierba mora a través de la infusion, para tomar bafios y curar las afecciones del higado

y las ulceras de la piel (Rodriguez, 2010).

En comparacion a muchas especies de plantas, S. nigrum no ha sido investigada a
profundidad y no se le ha tenido en cuenta referente a sus posibles beneficios medicinales.
Un estudio en el 2006 por Janiu & Devi, logré de terminar el efecto antiulcerogénico del
fruto de la hierba mora en diferentes modelos experimentales. Otros estudios han logrado
corroborar la actividad antinflamatoria de un extracto metanolico originario del fruto de

dicha planta (Ravi,, Saleem, Patel, Raamamurthy, & Gauthaman, 2009).

3.3.3 Pricamnia spruceana

Perteneciente a la pequefia familia Picramniaceae cuyas especies estan distribuidas
principalmente en el neotropico. Estd compuesto por diversas plantas que comprenden
arbustos o arboles pequefios con flor, de hojas compuestas y alternas. Muy poco se sabe
sobre los beneficios medicinales que pueda llevar esta familia, debido a que no hace mucho
los estudios primordiales que se le asignaban, se basaban en determinar su clasificacién a
nivel molecular (de Medeiros, Ladio, Santos & de Albuquerque, 2013). Algunas
comunidades de paises como Argentina y Ecuador, usan las hojas de la
especie Picramnia sellowii como colorante artesanal y protector en la piel (Cortadi,
Andriolo,Campagna, Martinez, Di Sapio, Broussalis & Gattuso, 2010).

En Colombia la comunidad amazonica de Kofan o como ellos mismos se llaman los A’l,
utilizan la via tépica como forma de aplicacion de una planta del género Picramnia, la
corteza es secada al sol o cerca de una fuente de calor para finalmente reducirlo a cenizas y
usarlo como tratamiento para la LC (Bernal, Lopez, Murillo, Perea & Méndez, 2014).
También en el noroccidente de la amazonia, los resguardos de las tribus indigenas
coreguaje y uitoto mencionan el uso de Picramnia magnifolia para el tratamiento de
hongos, manchas de la piel y alergias, tipos de uso agrupados en la categoria de uso

enfermedades en la piel y tejidos subcutaneo (Trujillo & Betancourt, 2011).
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4 metodologia

4.1 Recoleccion de material vegetal

El anélisis etnobotéanico se realizd a partir de una serie de busquedas en bases de datos como
Scopus, Google académico, Science Direct y Scielo, usando palabras claves para la busqueda
tales como Plantas, ulceras, indigenas, piel, vegetal, etnobotanica y Colombia; periddicos y
paginas de internet, con el fin de realizar una busqueda exhaustiva en la que se pretendia
encontrar informacion acerca de plantas medicinales nativas del pais usadas para la cura o
tratamiento de enfermedades y heridas en la piel como alergias, salpullidos, erupciones y
manchas, reconociendo su aprovechamiento y el conocimiento ancestral de las comunidades.
Una vez elaborado el screening, se discutid con expertos en el tema de uso de plantas
medicinales y se seleccionaron tres especies de plantas de géneros diferentes. El criterio para
la eleccién de las plantas se basé en el conocimiento que se tenian de ésta y las
investigaciones que se habian realizado con anterioridad. Las especies de plantas
seleccionadas corresponden a Uncaria tomentosa, Picramnia spruceana y Solanum nigrum
(tabla 1).

Tabla 1. Fotografia y zona de recoleccidn de las especies seleccionadas para la investigacion

Fotografia de la planta Especie Zona de recoleccion

Municipio de
Puerto Berrio,
Antioquia

Uncaria tomentosa

Y
i ﬁ' ' picramnia spruceana Municipio de
Puerto Berrio,
Antioquia

Tehniiehnlder

Municipio de

Solanum nigrum Santa fe de
=g ' Anti.oqui.a,
Antioguia
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Las hojas y los tallos de la especie Uncaria tomentosa y Picramnia spruceana, fueron
colectadas en las afueras del municipio de Puerto Berrio, Antioquia, por el profesor Alex
Armando Séez de la Universidad Eafit y Alvaro Cogollo, director del jardin botanico Joaquin
Antonio Uribe. La muestra de la especie Solanum nigrum, fue colectada entre los municipios de
San jerénimo, Antioquia y Santa fe de Antioquia, por las estudiantes Angélica Maria Cordoba,
Angélica Posada y el profesor Alex Armando Séez de la Universidad Eafit.

Tanto el Jardin botanico como la universidad EAFIT se rigen por los permisos, concesiones y
demas autorizaciones ambientales para el uso y aprovechamiento de estas variedades vegetales,
estipuladas en el decreto No 1376 el 27 de junio de 2013 por el ministerio de ambiente y

desarrollo sostenible.

4.2 Obtencion de extractos

Una vez conseguido todo el material vegetal de las tres especies de plantas, se dispuso a hacer
una separacién manual de las hojas y los tallos, posteriormente se dejaron secar a temperatura
ambiente durante 3 dias. Para las especies Pricramnoa spruceana y Uncaria tomentosa fue
necesario un secado en estufa a 38°C por 24 horas, después de haber transcurrido los tres dias,
debido a que las hojas no se encontraban lo suficiente deshidratadas. Después del debido
proceso de secado, las hojas de cada especie fueron trituradas en un molino de cereales, de
forma separada; mientras que los tallos fueron lijados en una lijadora de banda chicha para

conseguir una consistencia en polvo (Figura 5).




Figura 5. Procedimiento para la especie Uncaria tomentosa. A) tallo lijado y triturado. B) hojas

molidas.

Luego de que las hojas y el tallo estuvieran secos, ligados y molidos se sometieron a una
extraccion por percolacion con etanol al 96% a temperatura ambiente durante una semana, de
forma separada, excepto para la especie U. tomentosa debido a que no se tenia el suficiente
material vegetal. Del mismo modo se realizaron extractos con H2O y a su vez se hicieron
extractos completos (de forma conjunta, tanto hojas como tallos), con este mismo solvente.
Después de haberse cumplido la semana, se elabord un filtrado por gravedad para obtener el
volumen suficiente de extracto. Este mismo se vertio en un beaker y se dejé secar en una estufa

por 24 horas para lograr obtener el extracto final (Figura 6).

Figura 6. Procedimiento para la obtencion del extracto. Filtracion, obtencion del extracto y secado

4.3 Ensayos de citotoxicidad

Actividad citotoxica in virtro

La citotoxicidad se evalué sobre monocitos humanos (lineas celular U-937 ATCC CRL-1593.2)
en fase exponencial de crecimiento y ajustadas a una concentracion de 1x10° células/mL de
medio RPMI-1640 con 10% de Suero Fetal Bovino. Cien microlitros de la suspension de

células se dispensaron en cada pozo de un plato para cultivo celular de 96 pozos. A cada pozo
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también se le adicion6 100 microlitos de la correspondiente concentraciéon de los extractos a
evaluar, incluyendo anfotericina B, que es uno de los medicamentos estandar para la
leishmaniasis. Para todos los extractos y el control se evaluaron 4 concentraciones seriadas a
partir de 200 pg/mL (200-50-12,5-3,125 microgramos/mL). Las células luego se incubaron
durante 72 horas a 37°C y 5% CO.. La actividad citotoxica de cada producto se determiné
segun el efecto en la viabilidad de las células utilizando el método el micrométodo enzimatico
con MTT, un ensayo que se basa en la reduccién metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) producida por la enzima mitocondrial succinato
deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul (formazan) que se forma luego de la
adicion de MTT (10pl/pozo) e incubando las células expuestas 0 no a los compuestos a 37°C,
5% de CO; durante 3 horas. La reaccion se detuvo con la adicion de 100pl/pozo de isopropanol
al 50% y 10% de SDS. Luego de 30 minutos se midié la produccion de formazan en un
espectrofotémetro a 570 nm (Pulido, Mufioz, Restrepo, Mesa, Alzate, Vélez & Robledo, 2012).
Cada concentracion del compuesto, asi como el control de células sin extractos se evalu6 por

triplicado por cada concentracion evaluada, en dos experimentos diferentes.

4.4 Ensayos de actividad leishmanicida

La efectividad de los compuestos se evaludé sobre amastigotes intracelulares de L. (V)
braziliensis transfectada con el gene de la proteina verde fluorescente (GFP) (cepa
MHOM/CO/88/UA301-EGFP). Para ello, células U-937 a una concentracién de 300.000
células/ml mantenidas en medio RPMI 1640 con 0.1 pg/ml de PMA (phorbol-12-miristate-
13-acetate) se infectaron con promastigotes en fase estacionaria (sextodia de crecimiento) en
una proporcion 30 parasitos por célula y las células en presencia de los parasitos se incubaron
por 3 horas a 34°C con 5% de CO». Las células se lavaron dos veces con solucion tampon de
fosfato (PBS) con el fin de eliminar los parasitos no internalizados. Luego se adiciond un mL
de medio fresco y se volvieron a incubar durante 24 horas, tiempo en el cual se establecio la
infeccion pues los amastigotes intracelulares logran multiplicarse (Pulido., et al, 2012). Los
macrofagos A las 24 horas posteriores a la infeccidn se reemplazé el medio por medio fresco

conteniendo cada uno de los compuestos a evaluar a las diferentes concentraciones (100 — 25
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—6.25—1.56 pg/mL), con el fin de determinar el porcentaje de inhibicion de la infeccion. En
paralelo se evaluaron células infectadas en incubadas en medio solo, sin compuesto, como

control de infeccion y células expuestas a anfotericina B (control de actividad leishmanicida).

Las células infectadas se expusieron a cada concentracion del compuesto durante 72 horas y
después de este tiempo, las células se retiraron del fondo del plato con una solucion de
tripsina/EDTA (250 mg). Las células desprendidas se centrifugaron a 1100 rpm por 10 min a
4°C, se descartd el sobrenadante y las células se lavaron con 1 mL de PBS frio y
centrifugadas a 1100 rpm por 10 min a 4°C. Se descartd el sobrenadante y las células se
resuspendieron en 500 pL de buffer de fosfatos. Posteriormente, las células se analizaron por
citometria de flujo utilizando el citémetro Cytomics FC 500MPL, y haciendo lectura a 488
nm de excitacion y 525 nm de emision en un rayo laser de Argon y contando 10.000 (Pulido.,
et al, 2012). Cada concentracion del compuesto, asi como los controles, se evalud por

triplicado por cada concentracion evaluada, en dos experimentos diferentes.

4.5 manejo de los datos

La citotoxicidad se determin6 segun los porcentajes de viabilidad y mortalidad obtenidos para
condicion experimental (extractos, anfotericina B y células solas) y los resultados se expresan
como la maxima concentracion media conocida como Concentracion Letal cincuenta (CLso), es
decir, la concentracion a la cual ocurre el 50% de muerte celular, calculada por el anélisis
Probit, un método paramétrico de regresion lineal que permite el andlisis de la relacion dosis-

respuesta (Finney, 1978).

El porcentaje de viabilidad se calcula con la siguiente formula, donde las D.O del pozo control
corresponde al 100% de viabilidad:

D.O células expuestas
AV S ——— x 100
D.O células control

A su vez, el porcentaje de mortalidad corresponde a 100 - % viabilidad

Con los % de mortalidad se calcula la Concentracion Letal cincuenta (CLso) por el método
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Probit y con este valor se determina el grado de toxicidad, usando una escala previamente
establecida, a saber: Citotoxicidad alta: CLso <100 pg/ml; citotoxicidad moderada CLsg >100 y
<200 pg/mL y citotoxicidad baja o potencialmente no citotoxico: CLso >200 pg/ml.

Por su parte, la actividad leishmanicida se determind segln los porcentajes de células infectadas
y la carga parasitaria obtenida para cada condicidn experimental, segun los datos del clitdbmetro.
Se determina el porcentaje de células infectadas segun el nimero de eventos positivos
fluorescencia verde (parésitos) y células mediante andlisis de diagrama de puntos, al igual que
la carga parasitaria segun el andlisis de la Intensidad de Fluorescencia Media para el canal de
fluorescencia verde.

IFM células infectadas y tratadas
% infeccion =  --------mmmmmmmmemm oo ---- X100
IFM células infectadas sin tratar

A su vez el porcentaje de inhibicidn corresponde a 100 - % infeccion

Con los % de inhibicion de la infeccion se calcula la Concentracion Efectiva cincuenta (CEso)
por el método Probit y con este valor se determina el grado de actividad leishmanicida, usando
una escala previamente establecida, a saber: Actividad alta: CEsp <25 pg/ml; actividad
moderada: CEso >25 y <50 ug/ml y actividad baja CEso>50 pg/ml.

El indice de selectividad se calcula: IS = CLso/CEso. Se considera aceptable como promisorio
un valor IS, mayor a 2. Sin embargo, entre més alto sea este valor, mayor potencial tendra el

extracto.
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5 Resultados

Con los datos que se obtuvieron de los ensayos para la evaluacion de citotoxicidad y
actividad leishmanicida, se procedié a la elaboracion de una interpretacion de dosis-
respuesta, es decir, la concentracion en la cual se puede visualizar el efecto bioldgico en un
50%. En otros términos, se refiere a lo que llamamos concentraciéon letal 50 (CLso), relativo
a la concentracion en la que se observa la inhibicion del 50% de la viabilidad de la
poblacién de células que fue expuesta a los extractos en los ensayos de citotoxicidad. Por
otro lado, lo que corresponde a la concentracion efectiva (CEsg), es decir, la actividad
leishmanicida deseada; simboliza la concentracion en donde fue posible contemplar una
inhibicién del 50% de viabilidad de los parésitos que se trataron con los extractos en los
ensayos de actividad leishmanicida (Tabla 2). En el método para calcular estas dos
concentraciones en los ensayos, se tuvieron en cuenta las Densidades dpticas y la
intensidad de fluorescencia emitida proporcional al nimero de células viables y células con

parasitos vivos.

En términos generales, se logro apreciar que seis de los siete extractos a evaluar poseian
una toxicidad de alta a moderada para las células en las que se desarroll6 el ensayo. La
CLso de todos los extractos a evaluar vario de 10,49 ug/mL a 200 ug/mL. EI Gnico extracto
cuya concentracion se muestra menos citotoxica fue de las hojas y los tallos en solvente

etanolico de la especie U. tormentosa.

Solamente uno de los siete extractos a evaluar mostré actividad leishmanicida,
correspondiente a las hojas en solvente etandlico de la especie S. nigrum. Los otros seis
extractos evaluados mostraron una actividad contra leishmaniasis de baja a moderada, dos

de ellas con citotoxicidad mayor a la actividad.

Cabe resaltar que el extracto correspondiente a las hojas y los tallos de la especie vegetal S.
nigrum no fue posible de usar para la elaboracion de ensayos de citotoxicidad ni actividad

leishmanicida debido a que durante el proceso fue contaminado con un organismo fungico.
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Tabla 2. Actividad citotoxica y leishmanicida in vitro de los extractos de tres especies de

plantas medicinales. Clso: Concentracion letal 50. CEso: Concentracion efectiva 50. DS:

Desviacion estandar. IS: indice de selectividad.

CLso CEso
(ug/mL (ug/mL)
Extracto X DS Interpretacion X DS IS Interpretacion
; Alta Baja
Uncaria tomentosa 24.46 6.89 . - 54,38 4,34 0,45 ] J
Hojas+Tallo/H20 citotoxicidad actividad
Uncaria tomentosa Potencial no Baja
>200 NA ) o >50 NA <4 .
Hojas+Ta||0/Etano| citotoxicidad actividad
Picramnia Al Citotoxicidad
a
spruceana 24,67 3,11 ) o >12 NA <2,05 mayor que
) citotoxicidad o
Hojas+Tallo/H20 actividad
Picramnia Citotoxicidad Baja
spruceana 126,27 20,73 >50 NA <2,52 tividad
activida
Hojas/H20 Moderada
picramnia Alta Citotoxicidad
spruceana 13,16 1,77 citotoxicidad >7 NA <1,88 mayor que
Hojas/Etanol actividad
Alta
Solanum nigrum . - Actividad
_ 16,29 2,1 citotoxicidad 48,19 3,71 0,34
Hojas/H20 moderada
) Alta
Solanum nigrum ] o Alta
10,49 0,85 citotoxicidad 20,38 1,26 0,51 o
Hojas/Etanol actividad
Controles
Doxorrubicina 1,2 0,7 Alta toxicidad
- . Alta
Anfotericina B 32,6 4 Alta toxicidad 0,3 0,06 108.6 o
actividad
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6 Analisis
Asi como se puede observar en la (Tabla 2) y como se describe en el capitulo de los
resultados, de los siete extractos que fueron usados para esta investigacion solamente el
extracto de hoja y tallo en solvente etandlico de la especie vegetal U. tormentosa, logro
mantener un valor mayor a 200ug/mL de la CLso, lo que corresponde a una concentracion
mucho mayor, necesaria para una citotoxicidad, comparandola con el extracto de la misma
especie en solvente acuoso que solamente necesita una concentracion de 24,46ug/mL para
llegar a ser tdxica para la célula; sin embargo cuando se realiza una comparacion entre los
valores de la CEsp de los dos extractos, ambas parecen no tener una concentracion ideal
para poseer actividad leishmanicida, pues es necesaria una concentraciéon mayor a 50ug/mL
para logra un efecto en el parasito (Figura 4), lo cual no resulta ser muy productivo si se
piensa para una aplicacién farmacoldgica. Esto quiere decir que los extractos etandlicos y
acuosos provenientes de la especie U. tomentosa no se manifiestan para futuras
investigaciones en actividad antiparasitaria del género Leishmania, a pesar de que uno de

ellos no presente toxicidad para la célula.
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Figura 7. Comparacion de los resultados de los extractos provenientes de la planta Uncaria
tomentosa. A) Efecto citotoxico de los extractos. B) Actividad leishmanicida de los
extractos. La linea punteada corresponde a el extracto de tallo y hoja en solvente etanolico
de Uncaria tormentosa, mientras que la linea solida representa el extracto de tallo y hoja en

solvente acuoso de la especie Uncaria tomentosa.
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Cuando se contemplan los resultados de la actividad leishmanicida que obtuvieron los
extractos evaluados, es posible determinar que solo uno de ellos, el extracto de las hojas en
solvente etanolico de la especie S. nigrum, arrojoé una concentracion lo suficientemente baja
de 20,38ug/mL, capaz de tener actividad letal contra L. braziliensis, lo que corresponderia a
un extracto candidato para futuras investigaciones de no ser por el resultado en la CLso de
10,49ug/mL que indica que puede generar toxicidad en la célula a muy bajas
concentraciones, que pesar de ser un valor menor a su concentracion efectiva, no se
compensa para llegar a ser considerado como una terapia alternativa para la leishmaniasis.
Aun asi, se tom6 en cuenta la elaboracion de una comparacion entre los dos extractos
provenientes de la especie S. nigrum con el fin de dar a conocer cual solvente resultaria ser
mas efectivo de acuerdo a su actividad citotoxica y leishmanicida, infiriendo por los valores
obtenidos, que pese a que el extracto de hojas y tallos en solvente acuoso de S. nigum
también muestra una actividad leishmanisida considerable, el extracto de hojas y tallos es
solvente etanolico continua siendo méas aceptable tanto por sus valores en la concentracion

efectiva como por los de la concentracién letal (Figura 5).
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Figura 8. Comparacion de los resultados de los extractos provenientes de la planta
Solanum nigum. A) Efecto citotdxico de los extractos. B) Actividad leishmanicida de los
extractos. La linea punteada corresponde a el extracto de hoja en solvente etanolico de
Solanum nigrum, mientras que la linea solida representa el extracto de hoja en solvente

acuoso de la especie Solanum nigrum.

Cabe resaltarla que aquellos dos extractos que mostraron un resultado a considerar, extracto
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de hojas en solvente etanolico de Solanum nigrum para actividad leishmanicida y extracto
de tallo y hojas en solvente etandlico de Uncaria tomentosa para citotoxicidad, poseen la
similaridad de haber sido extraidos a partir del etanol, asumiendo que probablemente este
solvente con polaridad intermedia, posee la capacidad de formar enlaces y ceder electrones
que permiten la atraccion y asociacion de iones de los compuestos orgénicos que al estar a
temperaturas considerablemente altas en el procedimiento de la extraccion, ayudaron a la
penetracion del solvente y a su vez a una posible mejora en la extraccion de los metabolitos
de las plantas. Demostrando esta especulacion no solo en estos dos extractos sino en todos
los que se elaboraron a partir de una extraccion etandlica, que indicaron tener una mayor
actividad leishmanicida de acuerdo con un valor mas bajo en la concentracion efectiva
necesaria para la letalidad del parasito en comparacion a los extractos en solvente acuoso

correspondiente a la misma especie vegetal. Otro factor que se pondria

El IS en este caso, es el valor numérico que relaciona la actividad de la célula frente a la
actividad del parésito, es decir, mientras este valor sea mas alto, mayor concentracion sera
necesaria para generar muerte celular en comparacion con la concentracion precisada para
matar el parasito, por desgracia ninguno de los extractos manifestd un indice de
selectividad notablemente alto, es decir, mayor 2 ug/mL, para considerar que alguno de los
extractos que se llegd a evaluar, no pueda convertirse en un compuesto nocivo por un leve

aumento de su concentracion.

A pesar de que uno de los extractos en los que se observo un resultado significativo
provenia de la extracciéon de hojas y tallos, no se puede llegar a sugerir que el origen del
extracto sea en beneficio a la combinacion que se hizo de las dos partes de la planta, pues
aun cuando se esperaba que existiese una desigualdad entre los valores de citotoxicidad o
actividad leishmanicida de los extractos desarrollados a partir de la hoja y el tallo a los

extractos que se elaboraron con solo la hoja, el proyecto no arrojo una variacion entre ellos.
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7 conclusiones y perspectivas

De los 7 extractos evaluados en el presente trabajo, solamente uno proveniente de
las hojas en solucion etandlica de la especie Solanum nigrum, evidencié un efecto
leishmanicida sobre los promastigotes de L. braziliensis, pero una alta actividad
citotoxica. Este resultado sugiere la existencia de propiedades leishmanicidas para
dicha especie vegetal, pero descarta la posibilidad de estudios posteriores como

alternativa de tratamiento para la leishmaniasis.

Los extractos producidos a través de un solvente etandlico demostraron
concentraciones mas bajas, necesarias para la letalidad del parasito, lo que se

atribuye a una mejor extraccion de metabolitos por parte de solventes etanolicos.

Con excepcidn del extracto de hojas de tallos de la especie U. tomentosa, todos los
extractos resultaron poseer actividad citotoxica. En consecuencia, a esto, se excluye
la oportunidad de usar dichos extractos para futuras investigaciones antiparasitarias,
no obstante, no se excluye la eventualidad de estudiar estos extractos como

potencial anticancerigeno dada su toxicidad.

Ninguno de los extractos evaluados mostrd ser lo suficientemente activo contra L.
braziliensis y poco citotoxico, como para llegar a remplazar o competir con los

farmacos existentes en el mercado a base de sales antimoniales pentavalentes.

Los extractos no poseen las propiedades que se le atribuia a las especies de plantas
medicinales en el saber popular, sin embargo, ninguno de ellos fue elaborado como
el emplasto tradicional. Es por tal motivo que no se suprime la idea de evaluar

dichas preparaciones tal y como se sugiere en la literatura.
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