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Resumen

La fraccion etanolica del extracto total de Annona purpurea se evalud in vitro contra amastigotes de Leishmania
panamensis y contra la linea celular U937. Esta fraccion fue mas activa que el Glucantime®.
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Abstract

The ethanolic fraction of total extract of Annona purpurea was evaluated in vitro against amastigotes of
Leishmania panamensis and the cell line U937. This fraction was more active as leishmanicidal than Glucantime®.
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INTRODUCCION

La Annona purpurea (familia Annonaceae) es un
arbol de copa abierta y dispersa alcanza de 10 a 20
m de alto y de 10 a 50 cm de didmetro, se encuen-
tra difundida en los departamentos de Sucre y
Cordoba en la Costa Atlantica colombiana (Garcia,
1992).

La leishmaniasis es una enfermedad tropical causa-
da por protozoos del género Leishmania. (Vélez
etal., 2001); presenta diferentes formas clinicas que
van desde lesiones cutaneas, mucocutaneas, hasta
la forma visceral, que posee una alta tasa de morta-
lidad. (Gallego, 2004) Su distribucion es cosmo-
polita (Africa, Asia, Europa, Norteamérica y
Sudamérica) y hasta la fecha se considera unica-
mente ausente en Australia y la Antartica (Gallego,
2004). En Colombia, la enfermedad es endémica 'y
se encuentra en el 91% de todo el territorio ubica-
do bajo los 1750. Durante 1.995, se registraron
casos de la enfermedad en 45% de los municipios
del pais. (Isaza et al., 1999).

Para el tratamiento de las leishmaniasis se emplean
los antimoniales pentavalentes desde 1940 como
drogas de primera linea. Sin embargo, este trata-
miento presenta desventajas como su aplicacion
parenteral, alta toxicidad, elevado costo y apari-
cion de resistencia por parte del parasito (Vélez,
1997). La necesidad de tratamientos alternativos
ha llevado a la busqueda de productos naturales
con uso potencial en la terapia de la leishmaniasis,
sustancias bioactivas han sido aisladas de plantas
pertenecientes a la familia Annonaceae; por ejem-
plo, de Annona muricata se han aislado compues-
tos como las acetogeninas, con importante activi-
dad leishmanicida (Jaramillo et al., 1999).

MATERIALES Y METODOS

Proceso de extraccion. Se extrajeron por mace-
racion 500 g de hojas secas trituradas con una solu-
cién hidroalcoholica 1:1, durante 4 dias obteniéndose
un extracto que a los 4 °C precipito (E)). El extrac-
to fue fraccionado mediante cromatografia flash uti-
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lizando como fase estacionaria silica 60GF,, y
como fase movil (éter de petroleo, cloroformo,
acetato de etilo, isopropanol y etanol) obteniéndose
una fraccion (E,).

Se tomaron 10 ml de este extracto total para el re-
conocimiento de flavonoides, leucoantocianinas,
saponinas, esteroles y terpenos. Finalmente a 20 g
de hoja fresca picada se adiciond un volumen de
acido clorhidrico (HCI) al 2% hasta cubrir el mate-
rial; se calent6 por 5 minutos para la identificacion
de alcaloides

Ensayos biologicos. La actividad citotdxica de la
fraccion etandlica fue evaluada en células
promonociticas humanas U-937, utilizando el
micrométodo enzimatico MTT (3-(4,5-
dimethyithiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) (Sereno y Lemesre, 1997). El ensayo se
realiz6 en platos de 96 pozos. Las células U-937
fueron mantenidas en suspension a 37 °C con 5%
de CO2 en medio RPMI 1640 suplementado con
10% de suero fetal bovino inactivado. Las células
fueron contadas y ajustadas para obtener una con-
centracion final de 200.000 células/ml. Posterior-
mente, se adicionaron 50 pl de la fraccion etandlica
de A. purpurea previamente disuelta en PVP
(polivinilpirrolidina), a concentraciones que iban
desde 1 hasta 0.0078 mg/ml. y 50 ul de células U-
937 en medio RPMI 1640, las células fueron incu-
badas a 37 °C con 5% de CO,, despu¢s de 48
horas de incubacion se adicionaron 50 pl fraccion
(E,), manteniendo igual rango de concentracion y
50 pl de medio, para un volumen final de 200 pl.
Luego de otras 48 horas de incubacion bajo las
mismas condiciones, se adicionaron 10 ul de MTT
(10 mg/ml) a cada pozo, incubandose por 3 h., la
reaccion enzimatica se detuvo mediante la adicion
de 100 pl de solucion de isopropanol:SDS 50:10.
Los platos fueron incubados nuevamente por 30 min
bajo agitacion y a temperatura ambiente. Las célu-
las U-937 cultivadas en ausencia de tratamiento y
mantenidas bajo las mismas condiciones fueron uti-
lizadas como control. La densidad optica fue medi-
da a 570 nm con un lector de ELISA. El ensayo fue
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realizado por triplicado, y los resultados calculados
por el analisis de PROBIT y expresados como LD .

Actividad leishmanicida in vitro. La actividad
leishmanicida se determind mediante células de
linfoma histiocitico humano U-937 e infectadas con
amastigotes de Leishmania pananamensis (M/
HOM//87/UA140), donados por la Universidad de
Antioquia (PECET), Medellin (Antioquia), estas
células promonociticas U-937 fueron inducidas
mediante la adicion de PMA (4-b-forbol-12-
miristato-13-acetato) e incubadas por 48 horas. Se
adicionaron 100.000 células/ml en medio
RPMI1640 a los pozos que contenian cubreobjetos
de vidrio redondos de 12 mm de diametro, el me-
dio con las células libres fue removido y se adiciond
1,0 ml de medio RPMI1640 que contenia
2.500.000 promastigotes/ml en fase de crecimien-
to estacionario, se incubaron por 2 horas a 34 °C
con 5% de CO,. El medio que contenia los parasi-
tos libres fue removido y se adiciono 1,0 ml de RPMI
1640 con 10% de suero fetal bovino y se incubo
por 24 horas bajo las mismas condiciones. Trans-
currido este tiempo el medio fue remplazado con
RPMI1640 completo que contenia las correspon-
dientes concentraciones de la fraccion (E,). El ran-
go de concentracion iba desde 0,78125 pg/ml, has-
ta 50 pg/ml, renovando el medio cada 2 dias, des-
pués de 96 horas de incubacion en presencia de la
fraccion, las células fueron lavadas, fijadas con
metanol por 20 min, tefiidas con Giemsa. Se exa-
minaron 100 células por pozo, teniendo en cuenta
células infectadas y no infectadas. Se utilizo como
control de infeccion las células infectadas mante-
nidas bajo las mismas condiciones, pero en au-
sencia de la fraccion, usando Glucantime® como
control positivo bajo las mismas condiciones y
concentraciones.

RESULTADOS

La actividad leishmanicida de extractos de plan-
tas ha sido atribuida a compuestos pertenecientes
a diversos grupos quimicos, como alcaloides
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1soquinilinicos, alcaloides indolicos, quinonas,
monoterpenos, flavonoides, acetogeninas entre
otros. (Chan, 2001).

La citotoxicidad y la actividad de la fraccion (E,) se
muestra en la tabla 1. Los resultados muestran una
diferencia significante entre la actividad de la frac-
cion E ) y la droga control (Glucantime®), indicando
que la fraccion muestra ser mucho mas efectiva'y
menos toxica que el control positivo, la efectividad
se medid en amastigotes de L. panamensis y
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citotoxicidad en células promonociticas U-937. Los
resultados sugieren una menor citotoxicidad y una
mayor actividad leishmanicida de la fraccion, cuan-
do es comparada con los resultados obtenidos con
Glucantime® (droga control). La fraccién E, mos-
tr6 un indice de selectividad (IS = 129,05) mucho
mas alto en comparacion al obtenido por el
Glucantime® (IS = 17,16); generalmente se consi-
dera que la eficacia bioldgica no es debido a la
citotoxicidad cuando este indice es mayor o igual a
10 (Weniger et al., 2001).

Tabla 1. Citotoxicidad y actividad leishmanicida de la fraccion E,

Tratamiento U-937 LDs L. panamensis EDs IS
(1g/ml) (1g/ml)

Fraccion E, 124,02 0,961 129,05

Glucantime® 41,67 2,428 17,16

Indice de selectividad (IS) = LD,/ED,,
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