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RESUMEN

Se determind la presencia de flavonoides, leucoantocianinas, compuestos
fenolicos, taninos triterpenoides, esteroles y alcaloides por tamizaje
fitoquimico preliminar de las hojas frescas y hojas secas de Arnnona
purpurea. Se realizd la extraccion de los metabolitos secundarios mediante
maceracion y percolacion con una solucion hidroalcoholica 50:50. El extracto
obtenido fue sometido a un proceso de liofilizacion y fraccionamiento
mediante cromatografia flash. Se evalud la citotoxicidad de las fracciones
obtenidas en células U-937, teniendo como droga control el antimonio de
meglumina (Glucantime). De igual forma, se evalu6 la actividad
lieshmanicida de dichas fracciones contra amastigotes intracelulares de

Leishmaria panamensis cepa UA140, utilizando la misma droga control.

Para el procesamiento de los datos obtenidos se utilizd el programa
estadistico probit. Para el ensayo de citotoxicidad, el analisis de los datos
mostré que cuatro de las fracciones evaluadas E1, E2, ES y E6 presentaron
valores de CL50 superiores que los mostrados para el Glucantime, las
fracciones E4 y E8 presentaron valores cercanos al control, E7 mostrdé un
valor dos veces mayor y E3 mostro un valor inferior. En el ensayo donde se
midié la actividad leishmanicida los valores CE50 para las fracciones E2, E4
y E7 muestran valores por encima del control pero relativamente cercanos a
este, E3 y E5 mostraron ser relativamente poco efectivos; E1 a pesar de ser
poco citotoxico es mucho menos efectiva que todas las anteriores, E8
presenta citotoxicidad cercana al control pero mayor efectividad que éste y la
fraccion E6 evidencian un valor menor que la droga control, lo que sugiere
que esta fraccion esta constituida por componentes potencialmente

importantes para el tratamiento de la leishmaniasis.
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SUMMARY

The flavonoides, leucoantocianins, fenolics compounds, tannins
triterpenoides, esterols and alkaloids for preliminary phytochemical screening
of the fresh and dry leaves of Annona puipurea presence was determined.
Followed to this was carried out the extraction of the secondary metabolites
by means of the maceration and percolation with hidroalcoholic solution
50:50. The obtained extract subjected was liophilized process and
fractionenment by means of flash chromatographic. The citotoxicity of the
fractions obtained in cells U-937 was evaluated, with meglumina antimony
(Glucantime) like drug control. Of equal it forms, the leishmanicid activity of
this fractions was evaluated against amastigotes intracell of Leishmania

panamensis strain UA140, using the same drug control.

The obtained data were processed with statistical program probit was used.
For the citotoxicity test, the analysis of the data showed that four of the
evaluated fractions E1, E2, E5 and E6 presented CL50 high values that those
shown for Glucantime, the fractions E4 and E8 presented near values to the
control, E7 showed a value twice bigger and E3 showed an inferior value. In
the activity leishmanicida test was measured the values CES50 for the
fractions E2, E4 and E7 showed values above the control but relatively near
to this, E3 and ES5 they showed to be relatively not very effective; E1 in spite
of being little citotoxic is much less effective that all the previous fractions, E8
presents near citotoxicity to the control but bigger effectiveness that this, and
the fraction E6 evidences a smaller value that the drug control, what suggests
that this fraction is constituted potentially by components important for the

treatment of the leishmaniasis.
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INTRODUCCION

La Leishmaniasis es una enfermedad causada por protozoos del género
Leishmania, caracterizada por mostrar diferentes manifestaciones clinicas
dependientes de la especie de parasito involucrado y del sistema inmune del
hospedero, presentandose por lo general lesiones cutaneas, mucosas Yy
viscerales. La organizacion mundial de la salud (OMS) estima que cerca de
tres millones de personas sufren la enfermedad, doce millones estan
infectadas y 350 millones viven en zonas de riesgo, sefialandola como una

de las enfermedades prioritarias para la investigacion y el control (22).

La Leishmaniasis en Colombia se distribuye ampliamente, siendo las zonas
de mayor endemia la Costa atlantica, Costa pacifica, el valle del rio
Magdalena y el valle del rio Cauca, reportandose cerca de 6500 casos
anuales excluyéndose los casos presentados en el ejército (mas de 2000)

(37, 2).

Segun el Departamento Administrativo de Seguridad Social en Salud de
Sucre (DASSSALUD) se registraron en el ano 2001, 14 casos de

Leishmaniasis visceral y 167 de Leishmaniasis cutanea; en el 2002 se



presentaron 28 casos de Leishmaniasis visceral y 106 de Leishmaniasis
cutanea. En el primer semestre del afno 2003 se registraron 25 casos de

Leishmaniasis visceral y 68 casos de Leishmaniasis cutanea (17).

En 1990 las perdidas producidas por la leishmaniasis a la sociedad
colombiana en términos de afos de vida saludable se estimaron en 198 por
discapacidad y en 168 afios por mortalidad para un total de 366 perdidos

(37).

En Colombia, el tratamiento recomendado por la OMS, son las sales
antimoniales pentavalentes en dosis de 20 mg/Kg/dia durante 20 dias para la
Leishmaniasis cutanea y mucocutanea y 28 dias para la Leishmaniasis
visceral (2). Los efectos colaterales van desde moderados a graves, siendo
los mas recurrentes, las mialgias, artralgia, perdida del apetito, nauseas,
arritmias cardiacas y alteraciones de las funciones hepaticas y renales,
ademas se debe tener en cuenta que los antimoniales pentavalentes estan
contraindicados en mujeres embarazadas debiéndose esperar hasta después
del parto para iniciar el tratamiento (2), sin excluir los elevados costos y la

aparicion de resistencia por parte del parasito.

La carencia de una droga Leishmanicida efectiva hace necesario la
realizacion de investigaciones de sustancias de origen vegetal, que puedan

tener actividad antiprotozoaria y utilizarse como patrén para la realizacion de



productos quimioterapeuticos mas eficaces a los existentes, de facil
administracion, precios adsequibles y que no presenten efectos colaterales
significativos. La validacion cientifica de plantas usadas en preparaciones
folcloricas proporciona a la medicina moderna nuevas alterativas para el
tratamiento de enfermedades causadas por parasitos. Algunos de los
metabolitos obtenidos de plantas usadas en estos tratamientos incluyen

quinonas alcaloides y terpenos.

El estudio de la Actividad Leishmanicida del Extracto Hidroalcohodlico de
Anonna pulpurea permitio establecer una posible solucion como tratamiento
Leishmanicida eficaz, con bajos niveles de citotoxicidad y altos niveles de

efectividad frente a Glucantime, utilizado como patrén de referencia.



2. ESTADO DEL ARTE

2.1 Familia Annonaceae

Las Anonaceae corresponden a una familia de arboles de zonas bajas que
crecen principalmente en el sotobosque, con algunas excepciones como los
géneros Dugueffa, Guatteria y Xylopia que son componentes del dosel y
otras como la Annona scandensy Annona hypoglauca que son bejucos (29).
La familia tiene distribucion pantropical y se encuentra principalmente en
alturas menores de 2000 m; comprende unos 130 géneros y 2000 especies
(26). Para Colombia se registran 240 especies pertenecientes a 30 géneros.
Los géneros mas diversos son Guatteria (74 especies), Duguetia (27
especies) Xylopia (22 especies) y Annona (26 especies) (29). Esta familia
esta ampliamente distribuida en todo el pais. La mayor diversidad de
especies se encuentra en la region amazonica (54%), pacifica (27.5%) y
andina (27%). EI 87 % crece en alturas menores de 500 m y solo Rairmonaia

quinduensis alcanza los 2600 m.s.n.m. (30).

Muchas de las plantas pertenecientes a esta familia (Annona glabra L.,
Annona muricata, Annona squamosa) son usadas en la medicina natural
como:. antiparasitarias (protozoos y helmintos), anticancerigenas,
antidiarreicas, antiespasmaodicas, anticonvulsionantes, contra enfermedades
veneéreas, resfriados y como insecticidas, utilizandose de estas las semillas,
hojas, corteza, fruto y flores. Estas plantas son igualmente importantes a
nivel econdmico por su utilizacion en la industria desde el punto de vista

alimenticio, maderable y textil (13).



El género Annona agrupa varias especies entre las que se conocen. la
guanabana (Annona muricala) annona corcho o de manglar (Annona
giabra) annona colorada (Annona relicuiala) annona montes (Annona
squamosa), chirimoya (Annona chenmoia), chirimuya (Annona hoicsericea),
annona pulpa rosada y blanca (Annona aivelsifona) sincuya (Annona

purpurea).

La Annona purpurea es un arbusto de tres a diez metros de altura que
presenta la siguiente clasificacion taxonomica:

. Filo. Magnoliophyta.

o Clase: Magnoliopsida

o Orden: Magnoliales.

° Familia: Annonaceae.

o Género. Annona

. Especie: Annona purpurea (MOC & Sesse ex Dunal).

. Sinénimos: Annona involucrata (Baill)

. Nombres comunes: Sancoya, sincuya Toreta, Turagua, Manirote,

Annona rosa, Matimba, Guanacona, Tiotio.

FIGURA 1. Annona purpurea




La Annona purpurea se caracteriza por ser perennifolia/caducifolia, sus hojas
son oblongo — elipticas a oblongo abobadas de seis a treinta centimetros de
largo, por 2,5 a 6 cm. de ancho, son simples y alternas disticamente (en
zigzag) y pubescentes. El tronco es cilindrico y ramificado cerca de su base.
Ramas cilindricas, arrugadas, asperas, de color café rojizo y con numerosas
lenticelas. La corteza es lisa y de color café grisaceo, la corteza interna
rosada. Su flor es de color rosado oscuro y producido en el tronco y las
ramas (estraaxilares), miden aproximadamente 4 cm. de largo, poseen seis
pétalos, tres exteriores gruesos y libres y tres interiores delgados y
pequeios. El fruto es de ovoide a esférico y mide de 10 a 14 cm. de ancho,
los carpelos tienen prominencias piramidales muy desarrolladas con los
apices curvos hacia la base de la fruta, la pulpa es dura, de color amarillo-

anaranjado y aromatica.

FIGURA 2. Annona purpurea. a) Flor, b) Flor y hojas de Annona purpurea,

¢) Fruto inmaduro

En Colombia la Annona purpurea se encuentra ubicada en la region
biogeografica del Caribe, en los departamentos de Cérdoba y Sucre, a una

altitud aproximada de 300 msnm (30).



La Annona purpurea es usada como aromatizante (fruto), las hojas son
utilizadas como remedio para fiebres de diversos origenes, la corteza para
aliviar la disenteria, la madera como combustible; ademas, las semillas
pulverizadas se utilizan para matar piojos, chinches, polillas y cucarachas
(8). lgualmente, estudios quimicos previos han demostrado que la Annona
purpurea posee metabolitos secundarios como: acetogeninas, terpenoides,

flavonoides, compuestos fendlicos y alcaloides, entre otros (8, 39).

Las acetogeninas generalmente se caracterizan por ser potentes inhibidores
del complejo | (NADH: ubiquinona oxidorreductasa) en el sistema de
transporte de electrones mitocondriales y del NADH de la membrana
plasmatica. En las aplicaciones como pesticidas y agentes antitumorales
tienen un excelente potencial, especificamente por dafiar los mecanismos de
resistencia dependientes del ATP (21), ademas han exhibido actividad
antiprotozoaria en diferentes cepas de Leishmarnay Trypancsoma cruzi, y se
ha observado que la actividad leishmanicida esta relacionada con el numero

de grupos hidroxilos presentes en estas acetogeninas (20).

Algunos terpenoides se caracterizan por inhibir la actividad de la DNA —
Toposoimerasa | de Leishmarma aoncvani, otros, de tipo monoterpenoide,
son activos contra promastigotes de Leshmarnia y Epimastigotes de

Trnpancsomas (20).

En Annona purpurea se han encontrado alcaloides como la Muricina y
Muricinina obtenidas de las semillas y hojas que poseen propiedades
insecticidas (8). Se encontraron aporfinas provenientes de las hojas que
mostraron actividad antiplaquetaria, de igual manera se evaluaron
Acetogeninas (Purpuracenina, Annonecin) provenientes de las semillas,
exhibiendo una potente actividad citotdxica /7 wifro contra seis lineas de

células de tumor humano (8).



Akendengue efal 1999 reportan estudios realizados con extractos
provenientes de algunas plantas medicinales usadas tradicionalmente en
todo el mundo para el tratamiento de la Leishmaniasis, dando a conocer
muchos compuestos con actividad leishmanicida, tales como los alcaloides
Alky -2, Quinolina, Aryl -2, Quinolina de Gaipea lorgllura,
Isoguattourogedina de Gualera fonosa, de Tabernaemoniana, alcaloides
inddlicos como coronaridina y 18 Metoxicoronaridina; terpenos como
latrogrossidione, acetogeninas como Senegalene de Annona Senegaiens:s,

annonacina de Annona muncala.

Otros compuestos naturales con actividad leishmanicida son las cumarinas,
naftaquinonas, Sesquiterpenolactonas, chalconas, lactonas, tropolonas y
saponinas. Estos compuestos pueden ser usados como patrones para el

descubrimiento de nuevas y efectivas drogas contra Le.shmara (1).

2.2 Leishmaniasis:

Es una infeccion causada por protozoos que pertenecen a la familia
trypanosomatidae y al género Leishmaria, que pueden atacar basicamente la
piel, la mucosa, el bazo y el higado de animales vertebrados. Parasitos del
genero Leishmania fueron observados por primera vez por Cunningham en
1885, quien los describié como organismos en un pequefio forunculo en un
paciente de la India y que fueron considerados en un principio como esporas
dentro de una amiba. En 1903 William Leishman y Donnovan describieron
organismos similares en las células de un paciente con fiebre dum-dum. En
el mismo afo Ross describid errbneamente esos organismos como
esporozoarios y les dio el nombre de LesishAmania. En 1904, Bently establecio
por primera vez la relacion directa de la Leishmania con la produccion de la

enfermedad denominada kala-azar (23).



La leishmaniasis se transmite por la picadura de insectos flebotomineos
infectados, pertenecientes en el nuevo mundo al género Lufzomyia y en el
viejo mundo al género PFhiebciomus (5). En Colombia las especies
antropofilicas mas importantes son: Luizomy.ia umbratns, Lulzomy.a l1apiaoi,
Lutzomyia spinicrasa, Luizomyia gomezi, Lulzomy.a evarnsi y Lulzomya
lorigipaipis, las cuales reciben diversos nombres segun las regiones. Se
conocen como “pringadores”, mosquitos aludos o alu, palomillas o
“copetillos”. (23). En el area urbana de la ciudad de Sincelejo (Sucre) se han
encontrado las siguientes especies. Luizomyia evansi Lutzomyia
panamensis, Lulzomy.a gomezi, Luizomyia Cc&yennersis Ceyernnensis,
Lutzomyia lrimaadensis, Lulzomyia rargehana. (5) Estos insectos son
pequeios, de 2 a 3 mm de longitud y de habitos nocturnos, solo la hembra es
hematdfaga, su picadura es dolorosa y deja una macula eritematosa. Su
habitat principal son las madrigueras, cavernas, huecos de arboles donde se
acumule material vegetal en descomposicidén y condiciones de temperaturas

y humedad favorables.

FIGURA 3. Insecto Transmisor de la Leishmaniasis. Genero Lufzomyia spp.

La distribucién geografica de la leishmaniasis esta limitada por la distribucion
de los flebotomineos, la susceptibilidad de estos a los climas frios, su
tendencia a ingerir sangre de animales o humanos y por su capacidad de

soportar el desarrollo interno de las especies de Leishmania, asi la



leishmaniasis se encuentra en paises del norte y Sudameérica, Europa, Africa

y Asia, siendo endémica de regiones tropicales y subtropicales (10).

En el género Leishmana se han separado dos subgéneros. Leishmarna y
Viannia, cada subgénero comprende varios complejos separados por

caracteristicas bioquimicas y moleculares.

FIGURA 4. Clasificacion de las especies patdgenas de Leishmania spp.
Tomado de Plant Natural Products with Leishmanicidal Activity. 2001, Natural Products,
Manuel jesis Chan; Luis Manuel Pefia. 18, 674-688

Clasificacion: , Especie
Complejo
Genero subgenero [ L. donocani
. L. chagasi
L. donovani L. iniantum
L. archibaiai
Leishmani
. L. tropica
. L.tropica L. kilicki
L. méjor L. ma&jor
L. aethiopica
Trypanosomatidae Leishmani
Familia
L. mexicana
\ L . L. amazonens:s
. mexicana L. garhani
L:pifanoi
L. venezueiensis
\ (" L:lainsini

L: braziliensis
L. raziiienss L: periviana
L: solombiensis

Vianni

L. guyanens:s L guyanen_s;s

\ _________
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Ciertas especies del parasito estan relacionadas con las diferentes formas
clinicas de la enfermedad, el complejo Leishmania aoncvani, causa
leishmaniasis visceral, mientras que el complejo de la Leishmania lrepica es
conocido por producir lesiones cutaneas y el complejo Leishmara mexicana

leishmaniasis cutanea y cutanea difusa. (7)

2.2.1.Morfologia de Leishmania sp.

El parasito presenta dos formas principales: la intracelular o amastigota en
las células del sistema fagocitico mononuclear del hospedador vertebrado, y
la forma extracelular o promastigote en el tracto intestinal de los fleb6tomos.
Los promastigotes son la forma que se inocula al vertebrado. Son parasitos
alargados que miden entre 10 y 15 micra de longitud. Mediante coloraciéon se
observa que tienen un nucleo en la parte media del cuerpo. Cerca del
extremo anterior de este parasito esta el cinetoplasto que puede ser terminal

o subterminal, y de donde sale un flagelo que le confiere movimiento.

FIGURA 5. Promastigote de Leishmania sp.
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Los amastigotes son parasitos ovalados o redondeados que miden de 2 a 5
micras de longitud, no poseen flagelo y se localizan dentro de los macrofagos
de los huéspedes vertebrados. Al colorear los amastigotes, se observa que
tienen un citoplasma azul claro y un nucleo grande de color rojo con
cariosoma central. El cinetoplasto se ubica a un lado del nucleo, el cual se

tine de violeta oscuro (5).
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FIGURA 6. Células Infectadas (Macrofagos) con Amastigotes de
Leishmania sp.

2.2.2. Ciclo Bioldgico de Leishmania sp

El ciclo biologico de la Leishmania comprende el paso alternativo de un
hospedador vertebrado a otro invertebrado. EIl inicio del ciclo en el
hospedador vertebrado tiene lugar cuando el fleb6tomo le inocula con su
picadura los promastigotes metaciclicos. La entrada de los promastigotes
metaciclicos activa la cascada del complemento, lo que permite que la
proteina serica C3 (C3b y C3b1) del complemento se deposite en la
superficie del parasito y se una a los receptores del complemento presentes

en el macrofago.

La union de los promastigotes al macréfago puede realizarse también
directamente, gracias a la existencia en la superficie del parasito de
moléculas tales como el lipofosfoglucano (LPG) y una metaloproteina, la
glocoproteina 63 (gp63) de 63 KDa. Una vez captados por los macréfagos
de la dermis pasan a su citoplasma donde, englobados en una vacuola
parasitofora, el parasito se transforma en amastigote y se divide activamente
por sucesivas divisiones binarias. La multiplicacion y desarrollo en los
macroéfagos finaliza cuando la célula, que contiene unas decenas de

parasitos estalla.
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Los parasitos libres invaden otros macréfagos de la zona, en los que se
repite el proceso multiplicativo, o bien se diseminan directamente a través de
la piel o de la circulacion cutanea hasta alcanzar las mucosas, 0 son
arrastrados por el torrente sanguineo y linfatico, junto a los macréfagos
circulantes, para localizarse en territorios ricos en células macrofagicas fijas
(médula 6sea, higado y bazo, principalmente), el paso del parasito al vector,
tiene lugar cuando las hembras de los flebétomos se dirigen al hospedador
vertebrado con objeto de ingerir sangre para alimentarse y poder desarrollar

sus huevos.

En el vector los amastigotes de LesAmana pasan al estado de
promastigotes, los cuales se situan en la region bucal o trompa del vector,
desde donde pasaran de nuevo al hospedador vertebrado. Este ciclo general
presenta distintas modalidades en las diferentes especies de leishmanias,
dependiendo de la zona del intestino en que tiene lugar la presencia y

multiplicacion de las formas parasitas. (10).

FIGURA 7. Ciclo de Vida de Leishmania sp.

Amastlgotes
en células
(Etapa de
diagnostico)

Promastigotes SRS -+
inyectados en § S
la piel ¢t N
E Hospedado
Promas_tigotgs 3 In’gesti()n de .
(Etapa infectiva) o Ny células parasitadas

T

Migracién a la
proboscis.

i PHI EBOTOMUS =g

_\Qéqi%gj Reproduccion en

=G

el intestino medio
Promastlgotes



2.2.3.Mecanismos de Defensa del Hospedador:

La produccion de derivados oxidativos, destinados a la destruccion de la
Leishmania, queda inhibida cuando los parasitos penetran en el interior de
las células hospedadoras via C3b/C3b1. El LPG forma una barrera alrededor
del parasito y es incapaz de captar radicales libres del oxigeno, previniendo
también la unidon del fagosoma con los lisosomas. Ademas, la gp63, dada su
actividad proteolitica, degrada las enzimas lisosomales destinadas a destruir
a los amastigotes. Sin embargo una vez se encuentran los parasitos en el
interior de los macrofagos, algunos amastigotes pueden ser destruidos por
metabolitos oxigenados y por las hidrolasas lisosomales. Peptidos
provenientes de las proteinas liberadas de las Leishmanias se asocian a
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), Cuando se
asocian a las CMH de clase I, los peptidos son reconocidos por las células T
del tipo CD8 + (Tc o citotdxicas), mientras que cuando se asocian a las de la
clase Il, son reconocidos por las células T del tipo CD4 + (Th o

cooperadoras).

La activacion de las células Tc permite la reproduccion de las citotdoxinas que
provoca la lisis del parasito, asi como de citotoxinas que activan los
macrofagos. La activacion de las células Th desempena un papel importante
en la respuesta inmunitaria frente a Le/sfimania, estableciéndose dos tipos
de respuesta segun se expresen las subpoblaciones Th1 o Th2. cuando se
estimula la produccion de la Th1 se producen linfocinas, sobre todo interferon
— gamma (IFN-8) e interleucina — 2 (IL-2), asi como factor de necrosis
tumoral  (TNF-&), que activan los macréfagos parasitarios y, como
consecuencia de ello, se activan también los mecanismos que conducen a la
destruccion de la Leishmaniay a la curacion de la lesion. Por el contrario,
cuando se estimula la produccion de las Th2 se producen linfocinas que
inhiben la respuesta de tipo celular (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13), que favorecen

el desarrollo de la respuesta humoral, a la vez que falla la celular, con la
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consiguiente diseminacion de los parasitos hacia otras zonas. Existen varios
factores que determinan el tipo de respuesta inmune y, por lo tanto, de las
diferentes formas clinicas de la leishmaniasis, tales como el genotipo del
parasito, tamano de inoculo, zona de inoculacién, numero de picaduras
recibidas, saliva del flebotomineo, respuesta inmune y ciertos factores
genéticos ligados al hospedador, la existencia de infecciones concomitantes,
etc.,, una vez los promastigotes de una especie son inoculados pueden
ocurrir tres situaciones: a). la muerte de los parasitos, b). El establecimiento
de una infeccion local, o c). La diseminacion a través de la piel, de la mucosa
oronasal o por via sanguinea, resultando en las diferentes manifestaciones
clinicas de la leishmaniasis (L. cutanea, L. cutanea difusa, L. muco-cutanea,
L. Visceral). (11)

2.3. Leishmaniasis cutanea:

Se presenta cuando la invasion de los parasitos de Leishmania queda
limitada a los macréfagos de la zona de la picadura, como consecuencia de
la respuesta de tipo celular. Las células infectadas permanecen en la piel y
quedan asiladas por un cumulo de linfocitos, células plasmaticas y ceélulas
gigantes que originan un granuloma que causan cambios en la estructura de
la piel. Estos cambios pueden ser una hiperplasia y adelgazamiento de la

piel, ulceracion y desorganizacion del tejido conectivo.

El granuloma puede presentar un area central necroética. La formacion del
granuloma en la base de la lesion conduce, en ocasiones, a la curacion
espontanea, pudiendo dejar como secuela una cicatriz. En las formas
autéctonas, el periodo de incubacion puede exceder el afio. Las lesiones,
generalmente unicas y presentes en la cara, pueden no ser ulcerativas y

persistir entre 1 — 3 afios. (23)
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FIGURA 8: Granuloma Caracteristico de la Leishmaniasis Cutanea

2.4. Leishmaniasis cutaneo difusa:

Se caracteriza por la débil respuesta inmunitaria, tanto celular como humoral.
Tiene lugar cuando no se presenta el aislamiento de la lesidn primaria por
una barrera linfocitica y el parasito se extiende, por diseminacion cutanea

directa, sobre toda la superficie cutanea. (23)

2.5.Leishmaniasis mucocutanea o espundia:

Causada por la metastasis de los parasitos, muchas veces a partir de
lesiones cutaneas primitivas hacia las mucosas. En ocasiones es altamente
deformante ya que se produce una ulceracion y erosion del tejido blando y
del cartilago de las zonas afectadas, principalmente en la zona nasal, pero
también en la faringe, laringe, y labio superior. Se caracteriza porque se

presenta una respuesta mixta, tanto humoral como celular. (23)
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FIGURA 9: Lesiones mucocutaneas causadas por parasitos de Leishmnia sp.
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Mucocutane 3 niasis: |
T. Yamagu olor Atlas of Clinical
Parasitology, 1981.

2.6. Leishmaniasis visceral (LV) o Kala-azar:

Suele afectar a nifos, personas en estado de mal nutricidn y pacientes con
algun tipo de inmunodepresion.

Los primeros sintomas y signos clinicos aparecen después de un periodo de
incubacion variable. Los principales organos afectados son el bazo, higado,
médula Osea y tejido linfatico, pero puede haber afeccién de otras areas
como pueden ser los pulmones y mucosa intestinal. En los 6Organos
afectados se forman pequenos granulomas que danan las visceras al causar
hiperplasia e hipertrofia de los mismos, congestion de los vasos sanguineos,
necrosis de los tejidos y alteraciones de su funcionamiento normal. Los
principales sintomas de la LV son una fiebre alta, irregular y prolongada (mas
de dos semanas) acompanada con peérdida de peso y astenia,
esplenomegalia que puede ir acompanada de hepatomegalia, que suele ser
moderada, linfoadenopatias y pancitopenia. La disminucion del numero de
plaguetas puede ser responsable de hemorragias a distintos niveles. En la
LV hay una importante respuesta humoral con elevadas tasas de anticuerpos
especificos junto con una hipergammaglobulemia policlonal, con produccion
de IgM e IgG, por activacion de los linfocitos B. El incremento de anticuerpos
da como resultado la aparicion de inmunocomplejos circulantes que a veces
se depositan en los rilones causando una glomerulonefritis. (10). La

Leishmaniasis visceral se encuentra en todos los continentes excepto
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Australia. En la mayoria de las areas la infeccion es endémica o

hiperendémica y en algunos casos se ha vuelto epidémica (23).

FIGURA 10; Nifo con Leishmaniais Visceral.

2.7. Leishmaniasis en Colombia:

La leishmaniasis es considerada por la OMS como una enfermedad
emergente, que afecta alrededor de 12 millones de personas en 88 paises,
con una incidencia anual de aproximadamente 2 millones de personas (18).
En nuestro pais la leishmaniasis es una infeccion comun que se ha
incrementado en los ultimos anos gracias a factores econdmicos, sociales y
politicos y al aumento de ciertas actividades entre las cuales se encuentran
la colonizacion de areas selvaticas, la penetracion de vias en areas
endémicas para la infeccion, la accion de las guerrillas, tala de bosques,
acciones militares y el crecimiento de la actividad minera. También es
frecuente encontrarla en personas dedicadas a la caceria, pesqueria,
recoleccion de lefa etc. Todos estos factores han provocado un cambio y
alteracion del equilibrio existente entre los reservorios naturales, el vectory el
hombre en las areas involucradas y asi han surgido nuevos focos de
enfermedad con altos indices de prevalencia. En estas areas la transmision
ha sido perturbada por las poblaciones flotantes y migratorias y la infeccion

ha pasado de animales silvestres (reservorios) al hombre y se disemina
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posteriormente de hombre a hombre en donde la incidencia ha alcanzado

hasta el 80% de la poblacion (23).

Segun el Departamento Administrativo de Seguridad Social en Salud de
Sucre (DASSSALUD), en este departamento se registraron para el ano 2001,
14 casos de leishmaniasis visceral y 167 de leishmaniasis cutanea; en el
afio 2002 se presentaron 28 casos de leishmaniasis visceral y 106 de
leishmaniasis cutanea, para el primer semestre del afio 2003 se registraron

25 casos de leishmaniasis visceral y 68 de leishmaniasis cutanea (17).

2.8. Mecanismos de Defensa de Leishmania:
Para investigar el tratamiento de la leishmaniasis se deben conocer los
mecanismos de defensa que utiliza el hospedero para la eliminacion del

parasito, y la resistencia que presenta el parasito ante este ataque quimico.

El promastigote que se encuentra en el lumen del intestino del insecto vector
(Lutzomyia) esta sometido a condiciones tales como baja concentracion de
sodio y cloruros, y alta concentracion de potasio e iones fosfato favorables
para el parasito, ya que le permiten sintetizar lipofosfoglicanos, LPG, en
mayor cantidad, glicoproteina 63 Kd, gp63, y el glicoinositol fosfolipido, GIPL,
en menor cantidad; después de ser inoculado el parasito en el hombre estos
glicolipidos le sirven como mecanismo de defensa en su recorrido por el
torrente sanguineo donde se encuentran ceélulas, los macrofagos, que
fagocitaran al promastigote; dentro del macrofago, el parasito se ubicara en

los fagosomas donde se transformara en amastigote.

Los lisosomas son organelos que contienen enzimas tales como
ribonucleasa, desoxiribonucleasas, fosfatasas acidas, glucosidasas, capaces
de hidrolizar el RNA, el DNA, los grupos fosfatos y los polisacaridos de los

microorganismos fagocitados por el macréfago. Estas enzimas hidroliticas
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son activas a pH alrededor de 5. Esta acidez es mantenida por el flujo de
iones, a través de la membrana lisosOmica, aportados por la enzima glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa, G-6-P deshidrogenasa, presente en el primer paso
oxidativo del ciclo de las pentosas; cuando el promastigote hace contacto con
el macrofago activa el ciclo de las pentosas que aportara los iones hidrégeno

para iniciar la accion litica de las enzimas lisosomales.

El sistema inmunitario cuenta con otros mecanismos de defensa que pueden
lisar el parasito fagocitado, tales como el perdxido de hidrogeno, anion
radical superoxido, radical hidroxilo, obtenidos del incremento en el estallido
respiratorio de los leucocitos en la fagocitosis, siguiendo la reaccion
catalizada por la enzima mieloperoxidasa presente en ellos. Estos radicales
libres oxigenados producen la peroxidacion de los acidos grasos
constituyentes de la membrana del parasito, ademas de producir
malformaciones cromosdmicas por efecto del anion radical superdxido sobre
el DNA, obteniéndose asi la muerte del microorganismo que esta en contacto
con los radicales. El sistema inmunitario del hospedero también cuenta con
las células T que se activan al presentarse una infeccién en el interior del
macréfago. Ante el ataque quimico que el sistema inmunitario presenta a
Leishmania, el parasito lo aprovecha en beneficio propio, de tal forma que el

amastigote se reproduce dentro del macrofago hasta que éste muere (17).

La gp63 y el GIPL presentes en Leishmania evitan la digestion del parasito
inhibiendo las proteasas lisosomales protegiendo las proteinas del
amastigote, ademas posee enzimas antioxidantes como la superoxido
dismutasa, la catalasa y la glutation peroxidasa. La superdxido dismutasa
utiliza los iones H* provenientes de la G-6-P deshidrogenasa, NADPH.+ H,
convirtiendo el perdxido intermedio, derivado de la defensa del sistema

inmunitario, en un derivado del oxigeno, H>O, que posteriormente las
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enzimas catalasa y glutation peroxidasa van a destoxificar usando los
electrones aportados por la G-6-P deshidrogenasa, que pertenece al ciclo de
las pentosas, ésta, ademas de contener el catidn, transporta el radical
hidrogeno, de donde se deriva el electron que utilizan las enzimas para
reducir el oxigeno. De esta forma el parasito conserva un pH neutro en el

interior de la célula a pesar de encontrarse en un medio acido.

El parasito contiene un organelo, el glicosoma, en el cual se encuentran
almacenadas la mayoria de las enzimas, este compartimiento se considera
como otro mecanismo de defensa del parasito, ya que en la mayoria de las
células las enzimas se encuentran distribuidas en todo el citoplasma y
pueden ser inactivadas mas facilmente. En el organelo se realiza la glicOlisis,
metabolismo mediante el cual el parasito obtiene la energia, en forma de

ATP, requerida para su reproduccion (17).

La Leishmarnia se reproduce una vez cada siete horas y para conseguirlo
requiere un consumo energético equivalente a 50 veces la energia obtenida
en la glicdlisis del huésped mamifero. El parasito obtiene poca energia en la
glicdlisis, lo que lo obliga a consumir la glucosa del huésped para adquirir la

energia requerida en su multiplicacion.

Leishmana cuenta con el ciclo del acido glioxilico, que puede jugar un papel
importante en la gluconeogénesis/gliconeogénesis y biosintesis de glicina.
Esta via no esta presente en mamiferos. Es una desviacion del ciclo de
Krebs, via con la cual no cuenta el parasito. El ciclo del acido glioxilico utiliza
los acetatos obtenidos de la oxidacion de acidos grasos y del piruvato, para
obtener los carbohidratos que van a ser parte del metabolismo glicolitico del

parasito.
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En Leishmana también se ha encontrado la enzima piruvato carboxilasa que
cataliza la formacidén de oxalacetato por carboxilacion del piruvato. Esta es la
via principal que Leishmara utiliza para fijar CO»y obtener los acidos C4 que
son convertidos en carbohidratos y su posterior ATP en la via bioenergética.
En los demas microorganismos, los acidos C4 harian parte del ciclo de Krebs
para obtener ATP directamente, pero Leshmana los convierte en

carbohidratos para producir ATP en el glucosoma (17).

2.9. Tratamiento de la Leishmaniasis:

2.9.1. Antimoniales Pentavalentes:

En el tratamiento de las diferentes  manifestaciones clinicas de la
leishmaniasis son utilizados los antimoniales pentavalentes: Antimoniato de
meglumina (Glucantime) y estibogluconato de sodio (Pentostan), no se
conoce la estructura real de estos compuestos, se sabe que estan
conformados por antimonio pentavalente y un carbohidrato derivado de N-
metilglucamina para el Glucantime® y de &cido glucénico para el
Pentostam®, este ultimo contiene tres atomos de sodio que balancean tres
cargas negativas sobre el resto de la molécula, y tienen un peso molecular
de 746 (17).

Na + Sb + carbohidrato Sb + carbohidrato
(de acido glucénico) ( de N-metilglucamina)
- ) ) — — i i .
Estibogluconato de sodio Antimonio de meglumina
(Pentostam®) (Glucantime ®)

Los antimoniales pentavalentes interfieren en la bioenergética de los
amastigotes de Leishrmania al inhibir la actividad glicolitica y la oxidacion de
los acidos grasos a nivel de los glicosomas, acompafiandose de una

reduccion neta en la generacion de ATP y GTP. Se ha demostrado también
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experimentalmente la inhibicibn de enzimas tales como la tripanotion
reductasa, una enzima equivalente a la glutation reductasa de los mamiferos.
Otro mecanismo que ademas podria estar involucrado es la union del
antimonial con los grupos sulfidrilos de las proteinas del amastigote. Cuando
se administran intralesionalmente es probable que interfieran con la presion

osmotica del citoplasma celular del parasito (35).

Las condiciones farmacocinéticas y de utilizacion del estibogluconato por
parte de los amastigotes a partir del estibogluconato sédico y antimoniato de
meglumina son similares (4). Después de la administracion de 10 mg de
estibogluconato/kg intramuscular, ambos farmacos alcanzan una
concentracion sanguinea de 10 pg de estibogluconato/ml y presentan una
fase de excrecion rapida (vida media de 2 horas) y otra lenta (vida media de
76 horas).

Los efectos adversos de los antimoniales, como dolor abdominal, nauseas,
vomitos, malestar general, cefalea, debilidad, mialgias, artralgias, fiebre o
exantema, no son despreciables. Con dosis acumuladas elevadas se
observan frecuentemente alteraciones electrocardiograficas: aplanamiento o
inversion de la onda T, prolongacion del segmento QT o elevacion del ST. Un
segmento QT corregido superior a 0,5 segundos o un ST elevado obligan a
interrumpir el tratamiento, con lo que desaparecen estos cambios
electrocardiograficos. También durante el tratamiento puede aparecer
elevacion de las enzimas hepatocelulares y pancreaticas, con o sin
pancreatitis; por consiguiente, la miocarditis, la hepatitis y la pancreatitis

contraindican de forma relativa el uso de antimoniales (35).
En la leishmaniasis visceral, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

recomendaba emplear 20 mg de estibogluconato/kg/dia, con una dosis

maxima de 850 mg durante 20 dias o hasta 2 semanas después de la
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eliminacion del parasito (21). En la actualidad no se aconseja limitar la dosis
maxima, ya que la respuesta es superior a mayores dosis y duracion del
tratamiento (4), si bien los efectos adversos también son discretamente

superiores.

La respuesta al tratamiento varia segun la especie de Leishmarna (por
ejemplo, L. aethicpica generalmente es resistente a los antimoniales), el
estado inmunitario del paciente, la forma clinica y la evolucion de la
enfermedad. En el tratamiento de la leishmaniasis cutanea se deben emplear
20 mg de estibogluconato/dia durante 20 dias. En caso de pobre respuesta
puede prolongarse el tratamiento (4). En las lesiones poco extensas ciertos
autores proponen la administracion de antimoniales intralesionales. En la
leishmaniasis mucocutanea y en la visceral se recomienda la misma dosis
que en la cutanea durante 28 dias. Los pacientes que no responden a un
primer ciclo de tratamiento pueden recibir un segundo. Para Thakur, &f al.
(34), el tratamiento de la leishmaniasis visceral con antimoniales en India
deberia prolongarse durante 40 dias. En la leishmaniasis cutanea tras kala-

azar el tratamiento con antimoniales debe mantenerse durante 4 meses (4).

El fracaso del tratamiento de las leishmaniasis visceral y mucocutanea y
algunas formas de leishmaniasis cutanea es un problema en algunas areas
endémicas como India, Kenia o Brasil (34). Puede deberse a reinfeccion,
anomalias inmunologicas o fisiologicas del huésped o a la resistencia del
parasito a los antimoniales. El fracaso clinico y/o microbioldégico en los
pacientes VIH positivos con leishmaniasis visceral tratados con antimoniales
oscila entre el 25% y el 60%, y los que responden pueden recidivar (28). Esta
peor respuesta al tratamiento de los pacientes VIH positivos puede deberse a
una menor produccion de linfocinas, como interferon-g e interleucina-1, y/o
menor capacidad microbicida de los monocitos que permite una mayor

viabilidad de los amastigotes en el macréfago (32).
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Respecto al comportamiento de Leishmania sp. frente a los antimoniales se
sabe que:

1) El parasito adquiere resistencia tanto /n wiro como i vivo ante la
presencia del farmaco.

2) In wilrola resistencia es estable.

3) /n wilro la virulencia del parasito no varia bajo la presion de los
antimoniales.

4) No hay diferencias de sensibilidad entre diferentes clones obtenidos a
partir de un aislamiento clinico de un paciente sin tratamiento.

5) /n wilro la sensibilidad de los aislamientos de Leshmarnia muestra una
correlacion del 89% y el 86% con la evolucion clinica tras el tratamiento con
estibogluconato sédico y antimoniato de meglumina, respectivamente.

6) El tratamiento incompleto con estibogluconato sédico puede hacer surgir
cepas de Leishmarua sp resistentes.

7) Existen cepas parcialmente resistentes en la naturaleza, y algunas
especies son inherentemente menos sensibles a estos farmacos que otras.
8) El acumulo de estibogluconato sodico en los parasitos sensibles es 2 a 5
veces mayor que en los resistentes.

Con el paso de los anos, la resistencia a los antimoniales probablemente
sera mas frecuente; como consecuencia del uso extensivo e inadecuado de
los antimoniales en animales domeésticos, y por el mal uso de estos farmacos

en el hombre (32).

2.9.2. Ketoconazol y Anfotericina B:

Otros de los farmacos utilizados en la Leishmaniasis son el Ketoconazol y la
Anfotericina B (Fungizone). La Anfotericina B es uno de los antibidticos
producidos por Strepfomyces nodosos. Quimicamente es un antibidtico
macrolido, poliénico anfétero. Este antibidtico ha demostrado ser muy activo
contra promastigotes y amastigotes de Leishmania sp, in vifro e in vivo,

conociéndose ademas por sus propiedades antimicoticos. Esta droga se
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reserva para los casos de leishmaniasis viceral y mucocutanea que no
responden al tratamiento convencional con antimonio pentavalente. La
Anfotericina B se administra lentamente por via intravenosa a dosis de 2
mg/Kg/interdiario, la excrecion de la droga es lenta y se han demostrado

trazas en orina a las 7-8 semanas luego de finalizado el tratamiento (41).

FIGURA 11. Estructura quimica de la Anfotericina B
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Su principal reaccidon adversa generada por la administracion intravenosa, se
acompana de fiebre y escalofrios, que algunas veces puede presentar
estridor respiratorio, hipotension, broncoespasmo y anafilaxia, acidosis
tubular renal y aumento en las pérdidas renales de magnesio y potasio (30).
La Amfotericina B liposomal se utiliza en una dosis total de 20-30 mg/kg
administrada en un periodo de 10 a 20 dias, es eficaz y muy poco toxica pero

es muy costos (21).

El Ketoconazol es utilizado para leishmaniasis cutanea (17). Sus efectos
adversos mas comunes son dosis-dependientes e incluyen nauseas, vomitos
y anorexia, esta demostrada la aparicion de hepatitis inducida por droga,
puede darse una elevacion leve de la actividad de la aminotransferasa en
plasma, por lo cual se recomienda evaluar periédicamente la funcion

hepatica. El Ketoconazol es teratogénico en animales por lo que no se
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recomienda su uso en mujeres embarazadas, ni durante el periodo de la

lactancia (35).

FIGURA 12. Estructura quimica del Ketoconazol.
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Los mecanismos de accion de la Anfotericina B y el Ketoconazol contra
Leishmana parecen involucrar la biosintesis de esteroles. La Anfotericina B
incrementa la permeabilidad de la membrana, sobre la base del contenido de
ergosterol. EI Ketoconazol inhibe la desmetilacion del lanosterol produciendo

su acumulacion y una disminucion en el contenido de ergosterol (17).

2.9.3. Pentamidina:

La pentamidina es un derivado aromatico de la diamidina, representa un
sustituto del Pentostam en el tratamiento de la leishmaniasis viceral y
cutanea; es de administracion parenteral (17). Su uso puede acompanarse
de reacciones como taquicardia, mareos, cefalea y vomitos, se han descrito
pancreatitis e hipoglicemias y paraddjicamente, hiperglicemias y diabetes
insulino-dependiente. Otros efectos adversos, incluyen rash cutaneo,
tromboflebitis, trombocitopenia, anemia, elevacion de las enzimas hepaticas
y nefrotoxicidad, donde el dafio renal usualmente es reversible (35). La
funcién fundamental de los efectos de la Pentamidina es desconocida; al ser

administrada la poliamina Pentamidina, se puede inhibir la sintesis de una
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antienzima proteinica que se une a la ornitina descarboxilasa e inhibe su
actividad, obteniendo al final un DNA fragmentado. La Pentamidina seria un

inhibidor competitivo de la ornitina descarboxilasa en Leishmani (17).

2.9.4. Analogos Purinicos:

En el género Leishmania la hipoxantina es la base indispensable para la
sintesis de nuevos nucleotidos purinicos, tales como la Adenosina y la
Guanosina trifosfato (ATP y GTP), las cuales son necesarias para la
formacion de los acidos nucleicos y para la produccion de energia. Los
parasitos de Leishmania son auxotroficos para las purinas, por lo que la
fuente primaria de nucledtidos purinicos proviene de la fosforilizacion de
nucledsidos o bases nitrogenadas obtenidas a partir de productos de la
ruptura de los tejidos del hospedador, por la accion de la enzima nucledcido
purina fosforribosiltransferasa. Estas enzimas en los mamiferos poseen
especificidades diferentes a las de la Leishmania por lo que muchos de los
analogos sintéticos de las purinas son metabolizados y excretados por el
hombre pero transformados e incorporados al ARN de las Leishmania

produciéndose asi el efecto letal en el parasito.

Entre los 300 o mas analogos purinicos que se han sintetizado, la mejor
terapia para la leishmaniasis ha resultado ser el Allopurinol, el cual es un
analogo de la hipoxantina, inhibidor de la sintesis de acido urico en las
células de los mamiferos y de uso comun en el tratamiento de la gota (41).
Con relacion a su tolerancia, se ha reportado retencion urinaria aguda,
cefaleas, mialgias, dolor abdominal, reaccion pruriginosa leve, erupcion con
maculopapulas y eventualmente lesiones exfoliativas. La tasa de curacion en

los estudios realizados resulta relativamente baja (35).
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2.9.5. Aminosidina:

La Aminosidina (Monomicina, Paromomicina) es un antibidtico
aminoglucosido aislado de cultivos de Strepfornyces rimosus que contiene en
su estructura tres aminoazucares. No se absorbe cuando se administra por
via bucal y se dispone como solucion inyectable por via intramuscular o

intravenosa (41).

Los efectos colaterales estan limitados al potencial nefrotoxico y ototdxico de
sus congéneres, cuando se emplean sistémicamente y, ademas, se ha

reportado dolor local en el sitio de la inyeccion y proteinuria (35).

2.9.6. Otros:

Otros tratamientos son: el factor estimulante de colonias de la serie
granulocitica y macrofagica (GM-CSF) que moviliza los monocitos en sangre
periférica, activa los macrofagos y reduce la granulocitopenia. Estos tres
mecanismos intervienen en la defensa natural de la leishmaniasis visceral.
En un limitado numero de pacientes con leishmaniasis visceral causadas por
L. chagasise ha administrado GM-CSF (0,5 pg/kg) o placebo combinado con
antimoniales. Los pacientes tratados con GM-CSF mas antimoniales
presentaron menor numero de infecciones bacterianas y virales secundarias,

con igual tasa de curacion que los tratados con placebo.

La 8-aminoquinolina oral (WR6026), un derivado de la primaquina, es un
farmaco con actividad frente a L. donovani en experimentacion animal. En el
hombre se ha mostrado eficaz en el tratamiento de la leishmaniasis visceral
con minima toxicidad (molestias  gastrointestinales, cefalea y
metahemoglobinemia). La dosis con mejor relacion eficacia/toxicidad no se
conoce, si bien parece que deberia ser superior a 1 mg/kg/dia durante 4

semanas.
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Las sales de oro parenterales (20 mg/48 horas hasta completar 250 mg) se
han usado en India para el tratamiento de la leishmaniasis visceral refractaria

a antimoniales con buenos resultados.

Durante afos se han empleado numerosos tratamientos sistémicos con
resultados no homogéneos, como el palmoato de cicloguanil, el mebendazol,
el metronidazol, el levamisol, la dapsona, la trimetoprima-sulfametoxazol, la
furazolidona, el nifurtimox, inmunizacidon con BCG o las combinaciones de
isoniazida mas rifampicina y monomicina mas metiluracilo. , otros
compuestos como el aceturato de diminazeno, el miconazol o la
clorpromazina, y por via intralesional la triamcinolona, la bleomicina, el IFN-y,
la emetina o la dihidroemetina, han mostrado resultados variables, sin
olvidar la importancia de medidas no farmacoldgicas como la exéresis

quirurgica, el laser o la criocirugia (32).

2.10. Emetina:

La Emetina es un alcaloide isoquenoleinico que se extrae de las raices y
rizomas de la ipecacuana (Cephaelis jpecacuahna), que ha sido utilizado por
décadas en el tratamiento de la disenteria y abscesos hepaticos causados
por Entamoeba histolyfica. Este farmaco y su derivado sintético
dehidroemetina han sido administrados con eficacia en el manejo clinico de
la leishmaniasis tegumentaria en el viejo mundo, especialmente en el Medio
Oriente, pero no asi en Ameérica. En estudios realizados en hamsters
infectados con  Leishmania del subgénero Viannia 'y tratados
perilesionalmente con emetina, se pudo determinar la efectividad de este
farmaco sobre lesiones leishmanicas. Estos estudios demostraron que tres
dosis de 1 mg/Kg por via perilesional, con un periodo de reposo de tres
semanas entre las mismas, son suficientes para provocar una reduccion
significativa del tamafio de las lecciones y del numero de amastigotes

presentes, determinandose mayor efectividad que el tratamiento
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convencional por via intramuscular con Glucantime® a dosis de 80
mg/Kg/dia por 20 dias por cuatro ciclos con 10 dias de reposo entre los ciclos
(41).

2.11. Medios de Cultivo para Leishmania:

En el cultivo de las leishmanias no existe un medio universal que permita el
crecimiento de las distintas especies del parasito, ya que éstas presentan
diferentes requerimientos nutricionales. A pesar de ello, los medios
universalmente aceptados y mas frecuentemente utilizados son los medios
difasicos de agar sangre (medio de Novy, Nicolle y McNeal o NNN) y los
medios liquidos para cultivos de células de insectos o mamiferos (Schneider,
RPMI, etc.), habitualmente enriquecidos con suero fetal bovino desactivado
(10-30%). Se ha comprobado que la adicion de 1-2% de orina humana estéril
(2-3 gotas en el caso del medio NNN) aumenta el rendimiento del cultivo,
dificil para algunas cepas de L. /nfanturn, y permite la disminucion de la
concentracion del suero bovino fetal. Sea cual sea el medio de cultivo a
elegir, se le deben anadir antibidticos para reducir las posibles

contaminaciones (10).
2.12. Productos Naturales:

Los productos naturales se han dividido en dos grupos: Los metabolitos

primarios y los metabolitos secundarios:
2.12.1. Metabolito primario:

Los metabolitos primarios tienen como caracteristicas su amplia distribucion
en plantas y organismos, y ser producto del metabolismo general, como
ejemplo de estos tenemos: aminoacidos de proteinas comunes,

monosacaridos comunes, nucleoétidos, lipidos, glicéridos, etc. (12).
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2.12.2. Metabolito Secundario:

Los metabolitos secundarios se caracterizan por ser producto del
metabolismo especial, porque son biosintetizados a partir de metabolitos
primarios, por poseer una distribucion restringida a ciertas plantas vy
microorganismos. A veces es caracteristico de un género dado o de una

especie. Ejemplos: alcaloides, terpenoides, flavonoides, oligosacaridos, etc.

De esta manera, los metabolitos primarios comprenden aquellas sustancias
de muy amplia difusion en la naturaleza y que se encuentran en todos los
seres vivos, siendo por lo tanto metabolitos esenciales. Un pequefio grupo de
los metabolitos primarios sirven como precursores de los metabolitos
secundarios, de los que generalmente no se conoce la funcidn que
desempefian en el organismo que los contiene. La caracteristica mas
importante de muchos metabolitos secundarios es su distribucion
relativamente restringida en la naturaleza que, en algunos casos, se limita a
especies 0 subespecies unicas, en consecuencia son una manifestacion de
la individualidad del organismo que los contiene (12). Esta ultima
caracteristica da paso a la denominada quimiotaxonomia o sistematica
quimica, que se define como la ciencia que usa los caracteres quimicos, en
particular los metabolitos secundarios de un conjunto de organismos para
determinar su posicion en una clasificacion jerarquizada evolutivamente de

los seres vivos (10).
2.13. Screening:

El screening fitoquimico o tamizaje fitoquimico es una de las etapas iniciales
de la investigacion fitoquimica, que permite determinar cualitativamente los
principales grupos de constituyentes quimicos de las plantas y, a partir de

alli, orientar la extraccion y/o fraccionamiento de los extractos. El tamizaje
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fitoquimico consiste en la extraccion de la planta con solventes apropiados y

la aplicacion de reacciones de coloracion sensibles (33).
2.14. Procesos De Extraccion:

Los procesos de Extraccion varian de acuerdo a la escala de produccion, a la
naturaleza y calidad de la materia prima y de la naturaleza del solvente. Los

procesos de extraccion pueden dividirse en dos grupos:

- Los procesos que dan como resultado un equilibrio de la
concentracion entre el soluto y el residuo, ejemplo. maceracion y
maceracion dinamica.

- Los procesos que agotan completamente la droga, ejemplo:

precolacion, repercolacion y la extraccion en contra corriente.
2.14.1. Maceracion:

El proceso de maceracion consiste en colocar en contacto el material vegetal
y el solvente, durante varios dias, con agitacion ocasional. Para abreviar el
tiempo de extraccion, el material vegetal y el solvente deben mantenerse en

constante movimiento, a esta variable se le denomina maceracién dinamica.

Ambos tipos de maceracion pueden ser realizadas a temperatura ambiente o
a temperaturas elevadas, en este ultimo caso el procedimiento se denomina
digestion (33).

2.14.2. Percolacion:

La percolacion consiste en hacer pasar el solvente a través del material
vegetal, hasta su extraccion exhaustiva completa. En pequefia escala, la

precolacion se realiza en aparatos, denominados percoladores, de cuerpo
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cilindrico o conico, provistos de un grifo en la parte inferior, para regular el

flujo del solvente (33).

2.15. Bioensayos:

En téminos generales un bioensayo puede ser definido como cualquier
prueba que involucra organismos vivos, a su vez se puede sefalar como
cualquier método por medio del cual alguna propiedad de una sustancia o
material, es medida en términos de la respuesta bioldgica que produce (16).
Los datos obtenidos de un bioensayo no pueden ser analizados con la
metodologia estadistica tradicional que se usa en los ensayos de campo sino
que se debe utilizar lo que se llama estadistica cuantal, la cual se caracteriza
por la respuesta a un estimulo de n unidades experimentales, donde r
unidades responden y n - r no lo hacen. El principal objetivo de este tipo de
analisis es evaluar el nivel de estimulo que es necesario para obtener una
respuesta en un grupo de individuos de la poblacion. El nivel de estimulo que
causa una respuesta en el 50% de los individuos de una poblacion bajo
estudio es un importante parametro de caracterizacion denotado como DLsg
por dosis letal media (0 DEsy por dosis efectiva media, Clsy por
concentracion letal media, CEsg por concentracion efectiva media y Ltm por
limite de tolerancia media). El periodo de tiempo durante el cual se expone el
estimulo debe ser especificado, por ejemplo, 24 horas DLsg, esto con el fin
comparar y estimar la potencia relativa del estimulo (15). Para determinar la
DLso se requiere transformar los valores de respuesta obtenidos en unidades

Anglit, Logia o Probit.

El método Probit consiste en la aplicacion de correlaciones para estimar las
consecuencias desfavorables sobre la poblacion u otros elementos
vulnerables a los fenomenos fisicos peligrosos consecuencia de los
accidentes (15, 16).
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3. MEGTODOLOGIA

3.1 TIPO DE INVESTIGACION:

Esta investigacion se basa en la determinacion de la actividad leishmanicida
de la especie vegetal Annona purpurea frente a protozoos del género
Leishmania; realizandose mediante la obtencién del extracto hidroalcohdlico
por percolaciéon y maceracion de las hojas secas y aplicandolo a cultivos /n
vitro de células monociticas infectadas con amastigotes de Lerishmania
panamensis UA140, y determinando su efecto mediante el conteo y la

estimacion estadistica de células infectadas.

Por las caracteristicas de esta investigacion la podemos catalogar como de

tipo experimental ya que reune 3 requisitos fundamentales:

o manipulacion de una o mas variables independientes.
o Medicion del efecto de la variable independiente sobre la variable

Dependiente.

o Validacion interna de la situacion experimental.

3.2 Recoleccion del Material Vegetal:

El material vegetal se recolectd en el area urbana de la ciudad de Sincelejo,
cuya localizacion es 9°18’ Latitud Norte y 76°23’ latitud Oeste del meridiano
de Greenwich. A 212 m.s.n.m, con una temperatura media de 28°C y una

precipitacion media anual de 1050 mm.
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De las muestras recolectadas se prepararon varios ejemplares los cuales
fueron enviados al Herbario de la Universidad de Antioquia Colombia, para

su determinacién taxonémica.

En la preparacion de los extractos se tomaron hojas jovenes totalmente
desarrolladas y se secaron a temperatura ambiente bajo sombra durante una

semana.

3.3. Scrining Fitoquimico:

Se realizé un screening fitoquimico preliminar con las hojas frescas y secas
para determinar los grupos de metabolitos presentes en la muestra vegetal.

(anexo 1)

3.4. Proceso de Extraccion:

Se trituraron y se pesaron aproximadamente 500g de hojas secas, que
posteriormente se sometieron a extraccidn sucesiva por precolacion y
maceracion con una solucion hidroalcoholica 50:50 durante 4 semanas.( Ver

figura 14).

El extracto se filtré y concentré en un rotaevaporador a presion reducida, se
almacend a 4°C, presentandose un precipitado de color ladrillo; luego se
realiz6 la separacion por decantacion y filtrado del sobrenandante. El
precipitado obtenido se sometid a fraccionamiento mediante cromatografia
flash utilizando solventes de polaridad creciente: ciclohexano (E1), mezcla de
ciclohexano-cloroformo 60:40(E2), cloroformo (E3), acetato de etilo(E4), n-
propanol(E5), etanol(EB), etanol-HCL(E7), el sobrenadante fue liofilizado.
(E8)
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3.5. Ensayo de Citotoxicidad y Evaluacién de la Actividad
Leishmanicida.

Los ensayos de citotoxicidad y la actividad leishmanicida /7 Vitro del extracto
total hidroalcohdlico y de las fracciones obtenidas a partir de este extracto se
realizd en laboratorios de la sede de investigaciones de la Universidad de
Antioquia (Medellin), siguiendo el método descrito por Weniger ef al. (2001);

y estandarizado en los laboratorios de esta misma Universidad (33).

3.5.1 Ensayo de Citotoxicidad: La toxicidad del extracto fue evaluada por
el micrométodo enzimatico MTT (3-(4,5-dimethyithiazol-2-yl)-
diphenyltetrazolium bromide), en células promonociticas humanas U-937.
(Ver figura 15). Se cultivaron células U-937 en el medio RPMI 1640
completo, conteniendo 10% se suero fetal bovino a 37°C y 5% de CO-. El
medio fue renovado cada 2 dias. Las células fueron recogidas y lavadas por
centrifugacion durante 10 minutos a 1500 r.p.m, contadas y ajustadas para
obtener una concentracion final de 200.000 células/mL. El ensayo se realizd

en platos de 96 pozos, a una concentracion de 1 mg/mL.

Se agregaron 50 pL de medio RPMI 1640 suplementado con 10% de SFB
desde los pozos de la fila B ala H. Se sirvieron 100uL del primer compuesto
en los 3 primeros pozos de la fila A, y el blanco del mismo compuesto en el
pozo 10 de la misma fila, el segundo compuesto en los pozos 4A, 5A, 6A | y el
blanco del segundo compuesto en el pozo 11A, el tercer compuesto en los

pozos 7A, 8A, 9A  y en el pozo 12A el blanco del tercer compuesto.

Se realizaron diluciones seriadas partiendo de 50uL del compuesto de la
linea A hacia abajo, descartandose 50uL en la fila H En la filas G y H s6lo
se realizaron las diluciones en las columnas del 1 al 9. Los pozos 10G, 11G,

12G fueron utilizados como control, conteniendo medio RPMI1640 mas
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células. Los pozos 10H, 11H, 12H se usaron como blanco, conteniendo solo
RPMI1640.

Se dispensaron 50uL de células a una concentracion de 200.000 células/mL
en cada uno de los siguientes pozos: en la columna 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 en
todas las filas, y en los pozos 10G, 11G, 12G. En los pozos de las columnas
10, 11, 12, y en todas las filas menos en 10G, 11G 12G, se adicionaron
50uL de RPMI1640. Se incubaron a 37°C, 5% de CO, por 48 h. Después de
48 h se renovaron los tratamientos realizando las diluciones como se indico
al inicio, agregando 100uL en el correspondiente pozo y mezclando. Se
Incubd a 37°C 5% de CO, por 48 h.

Después de 48 horas de incubacion, 10uL de MTT (10 mg/mL) se
adicionaron a cada pozo y se incubaron los platos por 3 horas a temperatura
ambiente y protegidos de la luz. La reaccion enzimatica se detuvo por la
adicion de una solucion de isopropanol (50%) — SDS (10%). Los platos
fueron nuevamente incubados por un periodo de 30 minutos. La densidad
optica se midié a 570 nanometros con un lector de ELISA. El ensayo fue
realizado por duplicado, y los resultados calculados por el analisis de Probit

y expresados como Clsg,

3.5.2 Evaluacion de la Actividad Leishmanicida en Amastigotes: Para los
ensayos de actividad leishmanicida se utilizaron células de linfoma
histiocitico humano U-937 mantenidas en el medio RPMI 1640 (Gibco BRL)
suplementado con 10% suero fetal bovino, las cuales fueron infectadas con
promastigotes de Leishmania panamensis UA140, ambos donados por la

Universidad de Antioquia. (Ver figura 16).
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Los promastigotes de Leishmania panamensis (UA140) se cultivaron en
medio NNN (Novy, McNeal, Nicolle), con pasajes sucesivos, a 26°C. Las
células promonociticas U-937 fueron mantenidas en medio RPMI 1640
suplementado con 10% de suero fetal bovino (inactivado a 56°C por 30

minutos), a una temperatura de 37°C y 5% de CO..

3.5.2.1. Induccién De Células Promonociticas A Monociticas: A 5 platos
de 24 pozos se le coloco una laminilla de vidrio en cada pozo. En un tubo
falcon de 250mL se realizo una solucion de 120 mL de  células
promonociticas en RPMI1640 a una concentracion de 100.000 células/mL, a
las que se les agrego 25uL de PMA por cada 100 mL de ceélulas
promonociticas en RPMI1640. En cada pozo se agrego 1 mL de la solucion

de células mas PMA y se incubaron por 48 h.

3.5.2.2 Infeccidn: Después de las 48 h. se retiro el medio de los pozos y las
células fueron expuestas a 1mL de promastigotes en medio RPMI 1640 en
fase de crecimiento estacionario a una concentracion de 2'500.000 parasitos
/mL. Las células infectadas se incubaron por 2 horas a 34°C con 5% de CO,,
luego el medio con los parasitos libres fue removido, y se adiciono 1 mL de

medio RPMI 1640 10% de SFB en cada pozo y se incubd por 24 horas.

3.5.2.3 Efectividad: Al cabo de las 24 horas el medio RPMI 1640 10% de
SFB se remplazé por el medio RPMI 1640 completo conteniendo los
extractos con la respectiva dilucion. Las diluciones de los extractos se

realizaron en 4 tubos de ensayos:

En el primer tubo se adicionaron 4 mL de RPMI| 1640 10% de SFB mas el
compuesto a una concentracion de 50ug/mL, en el segundo, tercero y cuarto
tubo se adicionaron 3 mL de RPMI 1640 10% de SFB; luego, del primer tubo

se tomo un mililitro de la solucion y se deposito en el segundo tubo, asi hasta
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llegar al cuarto tubo donde se descarto 1 mL. El contenido del tubo numero 1
se depositd en los pozos 1, 2y 3 de la fila A, el contenido del tubo numero 2
se adiciono en los pozos 1, 2 y 3 de la fila B, el contenido del tubo numero 3
se adiciono en los pozos 1, 2, y 3 de la fila C y el contenido del tubo numero
4 se adiciond en los pozos 1y 2 de la fila D. En cada plato se ensayaron 2
compuestos siendo los pozos 4,5 y 6 de las demas filas para el otro
compuesto, en la fila D s6lo se utilizaron los pozos 5 y 6 quedando asi los

pozos 3D y 4D como control.

FIGURA 13. Platos de 24 pozos conteniendo los ensayos de actividad
Leishmanicida.

El medio se removid cada 2 dias hasta completar un periodo de 96 horas de
incubacion en presencia del extracto y sus fracciones; luego las ceélulas
fueron fijadas con metanol y tefidas con Giemsa (Merck), y examinadas con
un microscopio invertido. Los ensayos se realizaron por duplicado. Se
examinaron 100 células por pozo. Se registrd el numero de células infectadas
y no infectadas. Los resultados se expresaron como EDsy; que se calculo

mediante el analisis de Probit.
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FIGURA 14. Esquema general del proceso de extraccion.
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FIGURA15. Esquema general del Ensayo de Citotoxicidad.
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FIGURA 16. Esquema general del ensayo de la actividad leishmanicida.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Screen Fitoquimico: el screen fitoquimico de las hojas secas de

Annona purpurea (Tabla 1)

aminoacidos, taninos,

alcaloides.

flavonoides,

terpenoides,

dio positivd para compuestos fenolicos,

leucoantocianinas vy

TABLA 1. Screen Fitoquimico Preliminar de las Hojas Secas de Annona
purpurea.
Metabolitos Secundarios | Ensayos FA|FB |F.C | F.D | F.E | Resultado final
Aminoacidos Ninhidrina | + +
Compuestos fenolicos FeCl; + + +
Taninos Gelatina- + +

Sal
Flavonoides Shinoda + - + + +
Triterpenos esteroles Libermann- + + + +

Burchard
Quinonas Borntranger - -
Leucoantocianinas Rosenheim | + - + +
Alcaloides Wagner + - - +

Hager + + + +

Meyer + + + +

Ac. + + + +

Fosfotungs.

Dragendorff + + + +
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El screen fitoquimico preliminar para las hojas frescas de Annona purpurea

mostré la presencia de antocianinas, alcaloides, taninos, triterpenos y/o

esteroides, flavoniodes, leucoantocianinas. (tabla 2)

TABLA 2. Screen fitoquimico Preliminar de las Hojas Frescas de Annona

Purpurea.
Metabolitos Reactivos/ Caracteristicas Resultado
Secundarios Pruebas Reaccién positiva Final
Coloraciones rojo,
Flavonoides Mg - HCI haranja, rosado o +
violeta
Leucoantocianinas | HCI Coloracion roja +
Saponinas Agitacién vigorosa | Formacién de espuma | -
abundante
Taninos Gelatina-sal, Precipitado azul, verde o | +
Cloruro férrico 10% | negro
Triterpenoides y/o | Anhidrido acético, | Coloracion azul, violeta,
esteroides acido sulfurico roja o verde +
Quinonas NaOH(5%)- Coloracion capa acuosa | -
Amoniaco(2%) de rosada a rojo intenso.
Antocianinas Acido sulfurico Coloraciones diferentes
NaOH 20% a pH diferentes +
Wagner +
Dragendorff +
Meyer Turbidez o precipitado, | +
Alcaloides Ac. Fosfotungs. porlo menos en 3 tubos |,

Hager

Tanto en el screen preliminar para hojas secas, coma para hojas frescas dio

negativo para quinonas. La presencia de flavonoides, esteroides y alcaloides

coincide con lo reportado por Wu YC ef a/ 1998 y Luna-Cazares ef a/ 1998.
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Para los demas grupos de metabolitos secundarios (taninos,

leucoantocianinas) no se encontro literatura que los reportara.

Estos resultados nos indican que la presencia de metabolitos secundarios en
las hojas de Annona purpurea no varian al someterse a un proceso de
secado a temperatura ambiente. En la tabla 3 se muestran algunos

compuestos reportados para Annona puipurea.

TABLA 3. Compuestos reportados para Annona purpurea

Grupo de

Metabolitos Compuestos

Secundarios.

Flavonoides quercetin-3-O-rhamnoside’
Kaempferol-3-O-rhamnoside”
Tanarixetin-3-O-rhamnoside

Esteroides beta-sitosterol’

Beta-sitosterol-D-glucosido’

Alcaloides 7-hidroxy- .
dehydrothalicsimidina

Lirinidina™

Thalicsimidina**

Esteroles ylo

terpenoides Annoglaucina”

Squamocin’

Annonacin A~
Referencias: * (39), ** (40), *** (8).
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4.2. Ensayo de Toxicidad: los resultados de citotoxicidad de las fracciones
E1, E2 ES3, E4, E5, EB, E7, E8, se muestran en la tabla 4. La citotoxicidad se
realizo a una concentracion de 1mg/mL, utilizando células promonociticas U-
937 mediante el micrométodo MTT, se procedid a la lectura de los pozos con
un lector de ELISA, los resultados obtenidos fueron procesados por Probit,
programa estadistico facilitado por el laboratorio de ensayos biolégicos del
PECET de la Universidad de Antioquia

TABLA 4. Citotoxicidad de las fracciones obtenidas de hojas secas de
Annona purpurea.

Células U-937 Desviacion Estandar

Tratamiento CLso (ug/mL)

E1 133,90G 30,41
E2 146,66 42,48
E3 11,55 1,97
E4 45,90 30,9
E5 119,14 32,08
E6 124,02 14,46
E7 97,85 32,37
E8 59,50 13,42
Glucantime® | 41,67 13,53

Las ClLso de las fracciones E1, E2, E5, E6, obtenidas del ensayo de
citotoxicidad nos indican que estas fracciones son tres veces menos toxicas
que el Glucantime® (droga de referencia), cuando se compara con su
respectiva CLso. Por el contrario la CLsg de la fraccion E3 nos muestra una
citotoxicidad 4 veces mayor que la obtenida para el Glucantime®. Las

fracciones E4, E7, E8 mostraron una citotoxicidad cercana a la mostrada por
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la droga de referencia. Para la Annona puipurea se ha reportado potente
actividad citotdxica de compuestos obtenidos de las semillas, y probados i
vifro en 6 lineas celulares tumorales humanas mediante el método MTT (8).
Pero no se encontraron reportes para la citotoxicidad en lineas celulares

humanas de fracciones o compuestos obtenidos de las hojas.

4.3. Actividad leishmanicida: la actividad leishmanicida se evalu6 en
amastigotes intracelulares de Leishmanis panamensis UA-140, utilizando
células monociticas humanas U-937. Se realizo el conteo de 100
células/pozo teniendo en cuenta las células infectadas y no infectadas, los
resultados se analizaron mediante el método estadistico Probit, para asi
obtener la CEsp de cada uno de las fracciones. (Tabla 5) Como droga control,

o de referencia se utilizo el Glucantime® (Antimonio de meglumina).

FIGURA 17. Promastigotes de Leishmania panamensis UA-140, en fase de
crecimiento exponencial.

Los parasitos se obtuvieron por aspirado de hamster infectados, luego se
cultivaron en medio NNN (Novy, Nicolle, McNeal) por un periodo de 9 dias

antes de ser utilizados en el ensayo.
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FIGURA 18. Células U-937: A) Macréfago no infectado tratado con la
fraccion E6 B) Macréfagos infectados (control), C) Célula tratada con la
fraccion E3, D) Células tratadas con la fraccion E7, E) Células tratadas con

la fraccion E1, F) Celulas tratadas con la fraccion EG.

P e 5
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TABLA 5. Actividad leishmanicida de las fracciones obtenidas de las hojas
secas de Annona purpurea

Tratamiento L. panamensis Desviacion Estandar
CEso (Hg/mL)
E1 53,12 20,18
E2 32 0,57
E3" 8,12 2,26
E4" 26 0,13
E5” 5,235 0,37
E6 0,961 0,04
E7 3,252 0,00
ES 1,287 0,14
Glucantime® ° 2,428 1,46

* El ensayo se realizo a una concenfracion inicial de 50ug/mL
** E| ensayo se realizo a una concentracién inicial de 20pg/mL

*** El ensayo se realizo a una concenfracion inicial de 10ug/mL.

Cuando comparamos los resultados obtenidos para la fraccion E6, en el
ensayo de actividad leishmanicida, con los resultados obtenidos para el
Glucantime®, en este mismo ensayo, observamos que E6 tiene una CEsg
menor, lo que nos sugiere que esta fraccion necesita una concentracion mas
pequeia que la droga control para matar el 50% de los parasitos
intracelulares de Leishmania panamensis UA140. Igualmente, la CEsy de la
fraccion E8 nos indica que esta tiene una mayor efectividad que el

Glucantime®, necesitando una menor concentracion para matar el 50% de
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los parasitos de Leishmaria panamensis UA-140. Las fracciones E2, E4, E7
mostraron una concentracion efectiva 50 mas elevada, pero cercana a la
obtenida para el Glucantime®. Por otra parte la fraccion E1 mostré una CEsg
20 veces mas elevada que la mostrada por el Glucantime®, lo que nos
sugiere que E1 posee poca actividad contra amastigotes intracelulares de

Leishmarna panamensis UA-140.

TABLA 6. CLsy, CE5o e indice de Selectividad de las Fracciones obtenidas

de las hojas secas de Annona purpurea

Tratamiento | Células U-937 L. panamensis

CLso CEso 5}
E1 133,90 53,12 2,52
E2 146,66 3,2 45,83
E3 11,55 8,12 1,42
E4 45,90 2,6 17,65
E5 119,14 5,235 22,76
E6 124,02 0,961 129,05
E7 97,85 3,252 30,09
E8 59,50 1,287 46,23
Glucantime® | 41,67 2,428 17,16

* indice de Selectividad = CLs/CEsy.

Al confrontar los resultados de citotoxicidad y efectividad de las diferentes
fracciones con los datos obtenidos para Glucantime® (Tabla 6), encontramos
que, E6 mostrd tener la mejor actividad contra amastigotes intracelulares de
Leishmania panamensis UA-140 y una citotdxica muy baja para las células
U-937 (3.2 veces menor que la del Glucantime®), presentando un indice de

selectividad 7.5 veces mayor que la droga control, siendo esta fraccion la que
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muestra mejores resultados con respecto a las demas. Sin embargo, es
importante resaltar las fracciones E8, E2 y E7 que también mostraron ser
menos citotoxicas que el Glucantime® y tener unos valores CEsg cercanos a
los obtenidos para éste, presentando al mismo tiempo indices de

selectividad mas elevados.

A la fraccion E6 se le realizaron tres cromatografias en capa delgada con
silica 60GF2s4 (fase estacionaria), para la fase movil se ensayaron varias
mezclas de solventes y se obtuvo una mejor separacion, en la primera con
una mezcla de cloroformo:acetato de etilo (v/v) en proporcion 1:1, en la
segunda con la mezcla cloroformo:acetona (v/v) en proporcion 2:0,5; la
tercera con la mezcla hexano:acetato de etilo 3:1. El revelado de las placas
se hizo con vainillina/H,SO4. Los resultados de las CCD se muestran en la

figura 19 y en la tabla 7 los recorridos de la muestras (Rf.) por cada banda.

FIGURA 19. Cromatografia en capa delgada de la fraccién E6.
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TABLA 7. Recorridos de la muestra (Rf) en Cm. anotados por cada banda

obtenidas para la fraccion EG6.

Placa placa Placa Rf.
1 Color Rf. 2 Color Rf. 3 Color | (cm)
Banda (cm) | Banda (cm) Banda
Amarillo
1 palido 0.22 1 Café 0.388 1 Violeta | 0.312
claro
2 Violeta 0.62 2 naranja 0.127
oscuro
3 Violeta 0.76 3 violeta 0.310
claro
4 0.84 4 morado 0.408

La mayoria de la literatura encontrada para Annona purpurea nos muestra
estudios citotoxicos de compuestos obtenidos de sus semillas contra una
variedad de lineas celulares tumorales humanas, con resultados promisorios
para el tratamiento de tumores malignos (8). Se ha encontrado que Annona
purpurea también presenta un potencial antimicrobiano interesante; extractos
de sus hojas, tallos, raices y semillas han sido probadas contra bacterias
causantes de enfermedades gastrointestinales vy respiratorias, con
importantes resultados de inhibicion para los extractos de hojas y semillas
(25). No se encontré literatura que reportara actividad leishmanicida de
extractos provenientes de Annona purpurea, sin embargo, si se ha
documentado su actividad contra 7rypanosoma brucei, con valores de 1Csg

menores de 10ug/mL.

También se han realizados estudios para evaluar la actividad leishmanicida
de extractos provenientes de especies del mismo género, como es el caso de

la Annona muricata (Guanabana), de donde se han aislado compuestos
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como acetogeninas que han sido probadas contra amastigotes axénicos de
Leishmaria panamensis UA-140, presentando una DLsp de 2.1 g/mL (36,19).
Igualmente fueron testados extractos del pericarpio de Annona muricata
contra promastigotes de Leishmarna panamensisy Leshmania brazilensis y
contra la linea celular U-937, mostrando que extractos como el de acetato de

etilo tuvieron una mejor actividad que el Glucantime®.

FIGURA 20. Citotoxicidad de las fracciones obtenidas de hojas secas de
Annona Puipurea.
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FIGURA 21. Actividad leishmanicida de las fracciones obtenidas de las hojas

secas de Arinona purpurea
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FIGURA 22. CLso, CEspe indice de Selectividad de las Fracciones obtenidas
de las hojas secas de Annona purpurea
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5. CONCLUSIONES

El tamizaje fitoquimico preliminar para las hojas frescas de Annona
purpurea mostré que contienen metabolitos secundarios tales como,
Alcaloides, flavonoides, leucoantocianinas, taninos, triterpenoides,
esteroles y antocianinas; pero no posee metabolitos como saponinas y

quinonas.

El estudio fotoquimico preliminar cualitativo en hojas secas de Annona
purpurea reveld la presencia de metabolitos como alcaloides,
triterpenoides, esteroles, taninos, compuestos fendlicos,

leucoantocianinas y flavonoides, y determino la ausencia de quinonas.

Las fracciones E1, E2, E5 y EB, ciclohexano, ciclohexano-cloroformo,
isopropanol y etandlica respectivamente, del extracto hidroalcohdlico de
hojas secas de Annona purpurea no presentan alta actividad citotdxica

contra la linea celular promonocitica humana U-937.

La fraccion cloroférmica (E3) del extracto hidroalcohdlico de hojas secas
de Annona purpurea muestra una alta actividad citotoxica contra la linea

celular promonocitica U-937.

La fraccion etandlica (E6) del extracto hidroalcohdlico de hojas secas de
Annona purpurea es la mas activa contra amastigotes de Leishmania
panamensis UA140 con una baja citotoxicidad contra la linea celular U-
937.
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A. purpurea manifiesta la presencia de metabolitos secundarios
citotoxicos (fraccion cloroférmica) frente a otras lineas celulares tumorales
humanas incluida U-937; tal condicion la hace importante en la busqueda

de compuestos para el tratamiento de enfermedades oncogénicas.

El extracto hidroalcohdlico de hojas secas de Annona purpurea presenta
metabolitos secundarios activos contra amastigotes intracelulares de
Leishmana panamensis UA140, a concentraciones menores 0 cercanas a
la concentracion efectiva presentada por el Glucantime en este ensayo, lo
que la hace una planta promisoria en la busqueda de compuestos
naturales con poca toxicidad y alta efectividad para el tratamiento de

enfermedades causadas por protozoos como Le;shmaria sp.
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6. RECOMENDACIONES

Se hace necesario realizar estudios fitoquimicos mas detallados y amplios
que determinen los principales metabolitos secundarios presentes en las

hojas, semillas, raices y frutos de Annona purpurea.

Identificar los principales compuestos presentes en los extractos y

fracciones de mayor activad, especificamente para la fraccion etandlica.

Realizar estudios mas detallados para identificar los compuestos

presentes en la fraccion de mayor citotoxicidad (fraccion cloroformica).

Continuar investigando la actividad citotdxica de esta planta en diferente

lineas celulares.

Seguir realizando ensayos sobre actividad leishmanicida, en otras

especies de este genero.

Llevar a cabo ensayos con otras partes de la planta tales como, raices,

semillas, corteza y frutos.

Realizar estudios de genotoxicidad y mutagenicidad con las fracciones

que presentaron mejor actividad.
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ANEXOS



ANEXO 1. Esquema metodoldgico del tamizaje fitoquimico

Muestra vegetal triturada (50 g.)

Extraccién con etanol 70%

(Fraccion A) AA, CF, TA, FL, TE, QU, CA, AL, LE

HCI diluido u

Ensayar FL, LE, CF, AA, TA

H.O

Solubles
Insolubles 1. Alcalinizar
(Fraccion B) 2. Particién con CHCI;
Fase ClHLCls Fase acuosa basica
(Fraccion C) 1. Salado
2 .Particion con
CHCI;
Ensayar CA, TE. Ensayar AL u u
(En medio acido) Fase CHCI; Fase
Acuosa

(Fraccion D)

Ensayar FL, LE, CA, TE, AL Ensayar
AL, FL, CF,
TA
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ANEXO 2. Hoja de Calculo Para el Procesamiento de Datos de los Ensayos

de Citotoxicidad.

Repeticiones

Concentragién | 1 2 3 X

Control #;DIV/0!

1,0000 #;DIV/0!

0,5000 #;DIV/0!

0,2500 #;DIV/0!

0,1250 #;DIV/0!

0,0625 #;DIV/0!

0,0313 #;DIV/0!

0,0156 #;DIV/0!

0,0078 #;DIV/0!
BAF18 Repeticiones
Concentracién | 1 2 3 X Desv St % Muertos
Control #;DIV/0! | #;DIV/0! | #;DIV/0!
1,0000 #;DIV/0! #;DIV/0! | #;DIV/0! | #;DIV/0! | #;DIV/0! | #;DIV/0!
0,5000 #;DIV/0! #;DIV/0! | #;DIV/0! | #;DIV/Q! | #;DIV/0! | #;DIV/0!
0,2500 #;DIV/0! #;DIV/0! | #;DIV/0! | #;DIV/0! | #;DIV/0! | #;DIV/0!
0,1250 #;DIV/0! #;DIV/0! | #;DIV/0! | #;DIV/Q! | #;DIV/0! | #;DIV/0!
0,0625 #;DIV/0! #;DIV/0! | #;DIV/0! | #;DIV/0! | #;DIV/0! | #;DIV/0!
0,0313 #;DIV/0! #;DIV/0! | #;DIV/0! | #;DIV/Q! | #;DIV/0! | #;DIV/0!
0,0156 #;DIV/0! #;DIV/0! | #;DIV/0! | #;DIV/0! | #;DIV/0! | #;DIV/0!
0,0078 #;DIV/0! #;DIV/0! | #;DIV/0! | #;DIV/0! | #;DIV/0! | #;DIV/0!
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ANEXO 3. Hoja de calculo disefiada en Excel para Realizar la Eleccion de
los Datos de los Ensayo Citotoxicidad y Actividad Leishmanicida para

el Programa Probit.

Replicas efectividad CE50 Promedio |desv P-des P+desv
TRAT.[1 |2 13

#;DIV/0! #;DIvV/o! | #;DIvV/0! |#;DIV/0!
#;DIV/0! #;DIV/o! | #;DIvV/0! |#;DIV/0!
#;DIV/0! #;DIV/0! | #;DIV/0! |#;DIV/0!
#;DIV/0! #;DIV/0! | #;DIV/0! |#;DIV/0!
#;DIV/0! #;DIV/0! | #;DIV/0! |#;DIV/0!
#;DIV/0! #;DIV/0! | #;DIV/0! |#;DIV/0!
#;DIV/0! #;DIV/0! | #;DIV/0! |#;DIV/0!
#;DIV/0! #;DIV/o! | #;DIvV/0! |#;DIV/0!
#;DIV/0! #;DIV/o! | #;DIV/0! |#;DIV/0!

ANEXO 4. Programa estadistico Probit utilizado para calcular las diferentes

LDsoy CEsp de los ensayos.

[:\WINN T\ system3zicnd.exe

gﬂﬂﬂﬂ#ﬂﬂﬂ##ﬂﬁ it ﬂ#ﬂ####ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ#ﬂﬂ#
# Probit analysis progeam #

i i
BEBHERUURICEH R RSB RRRL

Hichel Haymund. lahorateire de Génétiquc
Institut des Sciences de L'Evolution
U.8.T.L. Place E. Bataillon

34668 Momipellier Cedex

France
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Feel free to contact me for any information or adeice. This program iz described
in a publieatian: BNYMOND M_, 198L. Peésantatdian d'un progranne
d? ama lyse lngfgrnhit pour micro-ordinnatenr.
Cah. ORSTOM, Sér. Ent. med et Parasitol..
vol 22427, 117-121.
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