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Objetivo. Evaluar el efecto de extractos etandlicos de cinco especies del género Annona y cinco especies
del género Piper frente a la linea clonal de referencia de promastigotes de Leishmania braziliensis.
Materiales y métodos. Se evalué el efecto de los extractos etanolicos de Annona hypoglauca, Annona
montana, mucosa, Annona nitida, Annona squamosa, Piper acutifolium, Piper aduncum, Piper callosum,
Piper carpunya y Piper peltatum; sobre cepas de promastigotes de Leishmania braziliensis MHON/
BR/79/M2904. El efecto leishmanicida in vitro se evalué mediante el calculo del IC, por el método probit.
Resultados. Las especies con mayor actividad fueron P. acutifolium (IC,=19,40 ug/mL) P. peltatum
(IC,,=26,6 ug/mL), P. callosum (IC, =21,7 ug/mL), A. mucosa (IC_;=30,5 pg/mL) y A. montana (IC,=16,4
pg/mL). Conclusion. Los extractos etandlicos de P. acutifolium, P. peltatum, P. callosum, A. mucosa y
A. montana, han mostrado una actividad leishmanicida in vitro. Sin embargo, estos efectos no son
superiores a los exhibidos por Anfotericina B.

Palabras clave: Leishmania/microbiologia; Leishmania braziliensis; Annona; Piper; Extractos
vegetales (Fuente: DeCS).

In vitro inhibitory activity of ethanolic extracts from
Annona and Piper species on Leishmania braziliensis
promastigotes

Abstract

Objective. To evaluate the effect of ethanolic extracts of five species of genus Annona and five species
of genus Piper against a clonal line of reference of Leishmania braziliensis promastigotes. Materials
and methods. The ethanolic extracts of Annona hypoglauca, Annona montana, mucosa, Annona
nitida, Annona squamosa, Piper acutifolium, Piper aduncum, Piper callosum, Piper carpunya and Piper
peltatum were evaluated against strains of Leishmania braziliensis promastigotes (MHON/BR/79/
M2904). The in vitro leishmanicidal effect was evaluated through the IC, , which was calculated by
the probit method. Results. The species with the highest activity were P. acutifolium (IC,=19,40 pg/
mL) P. peltatum (IC,;=26,6 ug/mL), P. callosum (IC,=21,7 pg/mL), A. mucosa (IC,=30,5 pg/mL) and
A. montana (IC,=16,4 pg/mL). Conclusion. The ethanolic extracts of P. acutifolium, P. peltatum, P.
callosum, A. mucosa and A. montana, had shown some in vitro leishmanicidal activity. However, these
effects are not superior to those exhibited by Amphotericin B.

Keywords: Leishmania/microbiology; Leishmania braziliensis; Annona; Piper; Plant Extracts (Source: MeSH).
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Introduccion

La leishmaniasis es una enfermedad crénica metaxénica
de baja patogenicidad y de alta morbilidad, cuyas
presentaciones clinicas (asintomatica, cutdanea, muco-
cutanea o diseminada) pueden variar de acuerdo a los
vectores que la transmiten y la respuesta inmune del
huésped Y. Esta enfermedad se puede encontrar en casi
todo el mundo; sin embargo, mas del 90% de los casos
ocurren en Brasil, Perd, Siria, Afganistan, Irdn y Arabia
Saudita ?. En nuestro pais, la incidencia de leishmaniasis ha
permanecido entre 3,5 y 4,3 por cada 100 mil habitantes,
en el periodo comprendido entre los afios 2013 y 2017 ©.

Esta enfermedad es producida por protozoarios del género
Leishmania de la familia Trypanosomatidae; cuyos vectores
son mosquitos dipteros que pertenecen a los géneros
Lutzomyia y Phlebotomus . Segun el ciclo bioldgico del
agente etioldgico, el parasito se presenta bajo dos formas,
amastigote y promastigote; el primero es la forma inmovil,
carente de flagelo, mientras que el segundo es de mayor
tamario, con presencia de un flagelo y listo para infectar a
otro hospedero ©,

El conocimiento del ciclo bioldgico de este protozoario es de
fundamental importancia para el desarrollo de alternativas
terapéuticas. En este caso, estas alternativas se reducen al
uso de farmacos, principalmente el antimonio pentavalente
y la anfotericina B 7). Sin embargo, la eleccién de una
terapéutica medicamentosa, implica la aparicion de otros
factores como la especificidad de la especie infectante, los
patrones de resistencia y la disponibilidad local de estas
alternativas, los que se pueden convertir en determinantes
de fracaso terapéutico ®.

Bajo estas circunstancias, el uso de la medicina tradicional
y de plantas medicinales utilizadas por generaciones en las
zonas endémicas, se ha convertido en una opcion a explorar
por medio de la investigacion cientifica ©'%. Las especies
del género Annona, entre ellas Annona muricata han sido
probadas en cuanto a su actividad contra protozoarios,
cuyos resultados varian segun el tipo de solvente utilizado
para la preparacidon del extracto ““*?. Por otro lado, las
especies endémicas de Peri como Piper acutifoliumy Piper
aduncum, han demostrado resultados interesantes basados
en su uso tradicional, asi como, en estudios realizados en
modelos experimentales preclinicos 314,

Basados en esto, el objetivo del presente estudio es evaluar
el efecto de extractos etandlicos de cinco especies del
género Annona y cinco especies del género Piper frente a la
linea clonal de referencia de promastigotes de Leishmania
braziliensis.

Materiales y métodos

Especie Vegetal

El material vegetal para el estudio se recolecté en las
zonas locales de la provincia de Maynas de la regidn
Loreto, y estuvo constituido por diez especies: Annona
hypoglauca, Annona montana, mucosa, Annona nitida,
Annona squamosa, Piper acutifolium, Piper aduncum, Piper
callosum, Piper carpunya y Piper peltatum. Estas especies
fueron caracterizadas botéanica y taxondmicamente en el
Centro de Investigacion de Recursos Naturales (CIRNA) de la
Universidad Nacional de la Amazonia Peruana.

Preparacion de los extractos

Se colect6 alrededor de 2 kg de cada especie, las hojas
seleccionadas fueron desecadas a 40 °C en una estufa con
aire circulante. Las hojas secas se redujeron a polvo en
un molino de cuchillas y almacenados en frascos de color
ambar con tapa y depositadas en lugar fresco.

Las muestras fueron sometidas a maceracién en alcohol
etilico de 90% de la cual se tomd 20 g de cada especie. El
solvente fue concentrado en un evaporador rotatorio, el
residuo desecado a 39 °Cy guardados en el desecador.

10 mg de cada extracto sirvidé para preparar la solucion
madre disolviendo en dimetil sulfoxido (DMSO) hasta
obtener una concentracion de 10 mg/mL. A partir de esta
solucién se obtuvieron concentraciones de 100 pug/mL, 10
pg/mLy 1 pg/mL con el medio de cultivo M199 10% SFB.
Las concentraciones finales de DMSO en cada muestra no
fueron mayores al 1%.

Con el peso de las hojas molidas y el peso obtenido en
el extracto seco, se procedid a calcular el porcentaje de
rendimiento de cada extracto etandlico.

Cultivo del pardsito

Se utilizd una cepa referida por la Organizacién Mundial de
la Salud, Leishmania (v) braziliensis MHON/BR/79/M2904.
Esta cepa se criopreservo por medio del uso de un tanque
de nitrégeno liquido y se mantuvo en un medio bifasico,
compuesto por una fase sélida de agar sangre de conejo y
una fase liquida de medio M119. El buen crecimiento del
parasito se determind a través de la observacion en un
microscopio invertido.

Realizada esta parte, se procedio a replicar la cepa en un
medio monofdsico con medio liquido M199 (al 10% de
suero fetal de bovino y 1% de L-glutamina). Dependiendo
del crecimiento de los parasitos se realizé una dilucion en
PBS 0.01 M (o medio de cultivo) de % 0/ .
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Esta investigacion se realizo con autorizacion del Instituto de
Ciencias Farmacéuticas y Recursos Naturales “Juan de Dios
Guevara”, Facultad de Farmacia y Bioquimica — UNMSM, bajo
los lineamientos éticos y normatividad nacional vigente.

Ensayo in vitro

Se utilizaron placas de cultivo de 96 pozos (well), con un
volumen final de 100 L. La concentracion de parasitos fue
de 1 x 10° parasitos totales contenidos en 50 pL (2 x 10°
parasitos/mL).

Se agregd 50 ulL del farmaco de referencia (anfoterecina B)
a diferentes concentraciones; de forma similar, se realizo la
evaluacién de cada extracto de estudio. La evaluacién de
cada concentracion fue realizada por triplicado. En el caso
del farmaco de referencia, se utilizdé una solucién stock de
1Mm (Sigma A-2 411), en la cual se pesé 0,92 mg hasta
hacer un volumen total de 1 mL en DMSO. Luego de disolver
con agitacion, se esterilizo por filtracion (filtros de 0,22 um
de diametro de poro) y se trasladaron 30 uL en tubos de
microcentrifuga de 500 pL estériles protegidos de la luz. Se
almacend a -20 °C hasta su uso.

El crecimiento de los parasitos se pudo observar en un
microscopio invertido. El contenido se trasladé a tubos de
15 mL y se centrifugd a 2800 rpm por 10 min. Luego se
procedid a lavar el pellet formado, dos veces con 10 mL de
PBS 0,01 M también haciendo uso de la centrifugacion. El
precipitado se suspendid en 5 mL del medio M199/10% SFB;
una alicuota de 50 L se pasé a un tubo de microcentrifuga.
Para determinar la cantidad de parasitos por mL se tomaron
10 pL de lo aislado y se contd en una cdmara de Newbauer.

Prueba de viabilidad con bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT)

Se utilizd una solucion stock de MMT 5 mg/mL (Sigma
M2/28). Se pesé 100 mg, con un volumen de 10 mL,
utilizando como diluyente una solucién salina con tampon

Fuertes CM et al

de fosfatos (PBS) 0,01 M. Esta solucion se disolvid con
agitacion por 2 h a temperatura ambiente, se mantuvo
protegido de la luz y se esterilizé por filtracion.

Otro insumo utilizado fue la solucién stock de dodecil
sulfato de sodio (SDS) al 10% (pH 5,4), que fue elaborada
con 10 g de SDS y 100 mL de isopropanol al 50% (50 mL
de agua tridestilada y 50 mL de isopropanol) agitando
hasta disolucion. Se ajusté el pH a 5,4 con HCl o NaOH en
soluciones diluidas.

Finalmente, la prueba de viabilidad con MTT se resume de la
siguiente manera: se adecu6 20 pL de MTT sobre cada pozo
de reaccion, se incubd las placas de cultivo por 3 hy 30 min
a la temperatura ambiente, se retird la placa de cultivo de
la incubadora y se homogenizé durante 30 min, se agregd
100 pL de una solucién al 50% de isopropanol-10% de SDS,
y se homogenizd durante 30 min. Se procedié a calcular
los porcentajes de inhibicion a diferentes concentraciones
y la actividad antileishmania se expres6 mediante el IC_,
calculado por el método probit.

En cuanto a los equipos, se utilizd una camara de flujo
laminar Dauerhaft modelo BBS-DOC vy las lecturas se
realizaron en un espectrofotémetro de placas a 570 nm
(Lector de Elisa Sinnowa modelo ER 500).

Andlisis estadistico

Se expresaron frecuencias absolutas y relativas (porcentajes), los
cuales fueron calculadas por medio del uso de Microsoft Excel
2016 ©. Los resultados se expresaron con la ayuda de tablas.

Resultados

Se obtuvo diferentes porcentajes de rendimiento, siendo los
extractos etandlicos de Annona nitida, con un porcentaje de
4,48%, y Piper acutifolium, con un porcentaje de 3,23% los
de mayor rendimiento en cada especie (Tabla 1).

Tabla 1. Rendimiento de los extractos etandlicos de las especies Annona y Piper

Especie Peso de hojas molidas (g) Peso de extracto seco (g) Rendimiento (%)
Hypoglauca 20 0,25 1,25
Mucosa 20 0,494 2,47
Montana 20 0,782 3,91
Nitida 20 0,896 4,48
Squamosa 20 0,216 1,08
P. acutifolium 20 0,646 3,23
P. callosum 20 0,51 2,55
P. carpunya 20 0,56 2,80
P. aduncum 20 0,28 1,40
P. peltatum 20 0,46 2,30
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Tabla 2. Resultados obtenidos de la actividad leishmanicida mediante el modelo estadistico Probit de las especies de Annona

Porcentaje de Inhibicion ] EEREREREE
Extractos a las concentraciones (Probit) pg/mL
Etanélicos
100pg/mL 10pg/mL
Hypoglauca 18,4 -3,7 -5,7 994,5
Mucosa 95,1 1,6 -10,2 30,5
Montana 98,8 23,1 -8,7 16,4
Nitida 88,5 2,4 -13,1 47,8
Squamosa 33,4 -2,2 -7,3 223,5
Anfotericina B 100,4 100,1 4,1 3,5
Con respecto a la actividad leishmanicida, los extractos de Annona mucosa es una especie vegetal que ya ha
especies de Annona mostraron este efecto, especialmente demostrado actividad antibacteriana in vitro, contra cepas
en los casos de A. mucosa (IC=30,5 ug/mL), A. nitida de Streptococcus pyogenes y Bacillus thuringiensis *®. Por
(IC,,=47,8 ug/mL) y A. montana (IC_=16,4 ug/mL) (Tabla 2). otro lado, los extractos de hojas de Annona montana,
también han mostrado efectos citotdxicos resaltantes ante
Mientras que en las especies de Piper, los extractos etandlicos lineas celulares como Hep-G2, HT-29, los cuales evidenciaron
de P. callosum (IC,;=21,7 pg/mL), P, peltatum (IC,;=27,6 pug/mL) y selectividad ante la presencia de células normales 9,

P. acutifolium (IC,=19,4 pg/mL) ofrecieron una mayor actividad
antileishmania (Tabla N°03). Otros estudios han mostrado que especies de la familia
Annonaceae, han mostrado también efectos leishmanicidas.

u ar Por ejemplo, segin Hernandez y Tenorio, a partir de un
nlscus“’n extracto alcohdlico de Rollinia rufinervis, familia annonaceae,
en la que identifican la presencia de acetogeninas a la que
La actividad antileishmania contra promastigotes de L. atribuyen la actividad leishmanicida ©%. Adicionalmente,
braziliensis fue significativa en los extractos etandlicos de un estudio desarrollado por Jaramillo y Arango, también
A. mucosa (IC_=30,5 ug/mL), A. nitida (IC_=47,8 pg/mL) y
A. montana (|C50=16,4 ug/mL); estos extractos presentan
flavonoides, alcaloides y otros fenoles de acuerdo al

tamizaje fitoquimico realizado en estudios previos 519,

corrobora la actividad leishmanicida presentada por
acetogeninas presentes en el extracto de acetato de etilo
de Annona muricata, que presentd una concentracion
minima efectiva (MEC) de 0,1 mg/mL siendo mas activa
que el glucantime utilizado como compuesto de referencia

(MEC=4,1 mg/mL) @1,
Otras especies de Annona, no estudiadas en el presente

estudio, como Annona purpurea, han mostrado también, El género Piper es el mas representativo de las Piperaceas y

en el tamizaje fitoquimico diversos grupos quimicos alcanza alrededor de 2000 especies vegetales distribuidas
como acetogeninas, alcaloides inddlicos, isoquinolinicos, en la regién pantropical. Existen muchos informes de
quinonas, monoterpenos y flavonoides 7). diversos compuestos aislados de plantas de este género

Tabla 3. Resultados obtenidos de la actividad leishmanicida mediante el modelo estadistico Probit de las especies de Piper

Porcentaje de Inhibicion ERRRREERARARE Q@

Extra,ct.os a las concentraciones (Probit) pg/mL
etanélicos

100pg/mL 10pg/mL
Acutifolium 78,3 38,4 10,1 19,4
Callosum 88,4 17,9 2,0, 21,7
Carpunya 30,0 8,1 0,9 282,3
Aduncum 13,0 6,0 0,1 8054,2
Aeltatum 82,5 21,7 -0,1 27,6
Anfotericina B 100,1 100,1 13,0 2.1

REV PERU MED INTEGRATIVA.2018;3(3):112-7.| 115



(principalmente aceites esenciales) como agentes con actividad
antimicrobiana (hongos y bacterias), antiprotozoaria #2224,

Los extractos etandlicos de P, callosum (IC50=21,7 ug/mL), P peltatum
(IC,=27,6 pg/ml) y P acutifolium (IC_=19,4 pg/mL) ofrecieron
una mayor actividad antileishmania. En el caso de Piper
callosum, un estudio previo ya mostré que esta especie tiene
un efecto insecticida ante especies de Solenopsis saevissima
(Smith) atribuido a la presencia de componentes como
safrole, metileugenol, y B-pineno ®. En forma similar, los
extractos de Piper peltatum ya han sido estudiados en sus
capacidades antimalaricas tanto in vivo como in vitro con
resultados promisorios y especificos ?%?7, En contraste,
los estudios realizados en Piper acutifolium han resultado
contradictorios; por un lado, Calderdn et al., no encontraron
actividad bioldgica al evaluar sus efectos antimalaricos
y leishmanicidas ™¥; por otro lado, derivados del &cido
benzoico provenientes de extractos de esta especie vegetal:
metil 3,4-dihidroxi-5-(3’-metil-2’-butenil)benzoato exibieron
actividad leishmanicida (IC50 13,8-18,5 mg/mL), en forma
similar a nuestro estudio 2.
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Ceole et al. postulan que estos resultados pueden ser
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