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RESUMEN

Introduccioén: la leishmaniasis constituye un grave problema de salud publica a
nivel mundial. En Colombia, la forma clinica cutanea tiene la mayor incidencia y es
causada principalmente por especies de Leishmania (Viannia) panamensis.

Dado que los tratamientos disponibles para esta enfermedad resultan ineficaces, es
necesaria la busqueda de nuevos agentes terapéuticos en especies vegetales
utilizadas por la medicina popular.

Objetivo: evaluar el perfil fitoquimico, la actividad hemolitica, citotéxica y
anti-Leishmania in vitro de extractos y fracciones provenientes de hojas de Cordia
dentata y Heliotropium indicum.

Métodos: al extracto etandlico total y fracciones obtenidas de hojas de C. dentata
y H. indicum, se les realiz6 perfil fitoquimico, determinacion de actividad hemolitica,
efecto toxico en larvas de Artemia salina y sobre la linea celular promonocitica
humana U937 (CRL-1593.2™), asi como también, la actividad anti-Leishmania
sobre amastigotes intracelulares de L. (V.) panamensis (MHOM/CO/87/UA140)
transfectados con Green Fluoresence Protein.

Resultados: los extractos y fracciones de ambas especies no exhibieron actividad
hemolitica en las condiciones evaluadas. Las fracciones de H. indicum fueron mas
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toxicas que las de C. dentata frente a larvas de A. salina y células U937.

La actividad de la fraccién de diclorometano

de H. indicum (Hi-1-5B) sobre los amastigotes intracelulares esta fuertemente
relacionada con la presencia de alcaloides.

Conclusiones: el extracto etandlico de las hojas de H. indicum exhibe propiedades
antileishmaniales, a diferencia de la especie C. dentata, por lo que se podria pensar
que la primera especie vegetal, representa una fuente potencial de moléculas utiles
en el tratamiento de leishmaniasis cutanea.

Palabras clave: leishmaniasis, citotoxicidad, Cordia dentata, Heliotropium indicum.

ABSTRACT

Introduction: leishmaniasis is a serious public health problem worldwide.

In Colombia, its cutaneous clinical form has the greatest incidence, and is mainly
caused by species of Leishmania (Viannia) panamensis. Given the ineffectiveness of
the available treatments, it is necessary to find new therapeutic agents in plant
species used in folk medicine.

Objective: evaluate the phytochemical profile and the hemolytic, cytotoxic and
antileishmanial in vitro activity of extracts and fractions from leaves of Cordia
dentata and Heliotropium indicum.

Methods: the total ethanolic extract and fractions obtained from leaves of

C. dentata and H. indicum underwent phytochemical profiling and determination of
their hemolytic activity, toxic effect on Artemia salina larvae and on human
promonocytic cell line U937 (CRL-1593.2™), as well as their antileishmanial activity
against intracellular amastigotes of L. (V.) panamensis (MHOM/CO/87/UA140)
transfected with Green Fluorescence Protein.

Results: hemolytic activity was not observed in the extracts and fractions from
either species under the study conditions. H. indicum fractions were more toxic
than C. dentata fractions against A. salina larvae and U937 cells. Activity of the H.
indicum dichloromethane fraction (Hi-1-5B) on intracellular amastigotes is closely
related to the presence of alkaloids.

Conclusions: the ethanolic extract from H. indicum leaves has antileishmanial
properties, unlike the extract from the species C. dentata. This suggests that the
former plant species is a rich potential source of molecules useful for the treatment
of cutaneous leishmaniasis.

Key words: leishmaniasis, cytotoxicity, Cordia dentata, Heliotropium indicum.

INTRODUCCION

La leishmaniasis comprende un conjunto de enfermedades parasitarias
consideradas por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como un problema
grave de salud publica en el mundo.! La mayoria de paises donde la leishmaniasis
es endémica se encuentran en vias de desarrollo, y anualmente en todo el mundo,
se presentan alrededor de dos millones de casos, 90 % de los cuales corresponden
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a leishmaniasis cutanea (LC).22 Entre las distintas manifestaciones clinicas, la LC se
caracteriza por ser una condicién desfigurante que conduce a largo plazo a
discapacidad tanto fisica como psicolégica, debido al fuerte estigma social asociado
a la misma.*

En Colombia, territorio endémico para la enfermedad, el 70 % de los casos de LC
son causados por Leishmania (Viannia) panamensis,® y debido a que la enfermedad
es trasmitida por vectores invertebrados, su control y/o erradicacion resulta ser una
tarea dificil ya que esta condicionada a la distribucion del mosquito.®

Los medicamentos existentes para el tratamiento de la LC incluyen antimoniales
pentavalentes, anfotericina B, paromomicina, pentamidina y miltefosina,®>” todos
ellos relacionados con importantes efectos téxicos, altas tasas de recaida y
aparicion de resistencia por parte de los parasitos;’ razén por la cual, resulta de
gran importancia la busqueda de moléculas activas provenientes de especies
vegetales, como fuentes para el desarrollo de nuevos agentes antiprotozoarios.®*°

Dentro de las plantas de la flora colombiana con potencial efecto antileishmanial,
encontramos algunas pertenecientes a la familia Boraginaceae Juss.,'® mas
especificamente, las especies Cordia dentata Poir.1'y Heliotropium indicum L.,12
abundantes en la costa norte colombiana y conocidas como “uvito” y “rabo de
alacran” respectivamente.13:14

Con el fin de explorar nuevas alternativas terapéuticas antiparasitarias y al mismo
tiempo proteger y validar el conocimiento popular sobre el uso medicinal de los
recursos vegetales presentes en Colombia, este trabajo tuvo como objetivo
fundamental evaluar el perfil fitoquimico, la actividad hemolitica, citotdxica y
anti-Leishmania in vitro de extractos y fracciones provenientes de hojas de

Cordia dentata y Heliotropium indicum.

METODOS
Estudio Fitoquimico
Recoleccion de la muestra

Las hojas frescas de C. dentata Poir. (Cédigo JBC2507) y H. indicum L. (Cédigo
JBC3691) se recolectaron en el municipio de Turbaco, Departamento de Bolivar
(10°21° 05” Norte, 75°26~ 16” Oeste y elevacion 83 m.s.n.m). Se seleccionaron
hojas que no mostraron deterioro fisico y/o microbioldgico evidente. Partes
representativas de cada planta se utilizaron en la identificaciéon taxonémica, la cual
fue efectuada en el Jardin Botanico Guillermo Pifieres de la Ciudad de Cartagena-
Colombia.#

Tratamiento del material vegetal

Los especimenes fueron lavados con agua potable y secados a temperatura
ambiente (TA). Posteriormente, se redujo el tamafio de particula y cada especie fue
colocada en recipientes con etanol grado comercial.*®

Preparacidon del extracto total y fracciones
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La maceracion alcohdlica de las hojas se efectud bajo agitacion, durante cuatro dias
a TA en recipientes de vidrio cerrados y protegidos de la luz;*®* mediante filtracion,
se separdé el marco y la solucion etandlica hasta agotamiento del material vegetal.'®
El solvente se retir6 a presion reducida y 40 ©C con un rotaevaporador (Heidolph
VV2000) hasta obtener un extracto etandlico total seco y concentrado de
consistencia semisélida'” (Figura 1). En el proceso de fraccionamiento, se mezcld
de manera homogénea 20 g de extracto total de cada especie con 100 g de silica
gel. Todo el contenido fue vertido en una columna tubular abierta con la ayuda de
hexano, obteniendo las diferentes fracciones mediante elucidon con solventes de
polaridad creciente (hexano, diclorometano, acetato de etilo y metanol) hasta
agotamiento del extracto.

Material vegetal seco y triturado

Maceracion etandlica por 4 dias

na
Filtracion
‘ M : |
Filtrado | ZLLEL
S
YMacemddn ¥ Firachan {5 '.-'-IBS-_':
Evaporacidn del solvente - '
a presidn reducida Filtrado Il - VI

Marco VI

Extracto etandlico total
seco ¥ concentrado

Testde Hemaolisis
Toxicidad en Artemia salina L.
Evaluacion Citotoxica en U937
Actividad Antileishmanial

|—~En53',rus biolagicos

&

Fraccionamiento |—. Caracterizacidn fitoguimica
Fig. 1. E=sqguema para la obtencidn del extracto etandlico total de Cordiz dentatz Pair y
Heliotropium indicom L, Adaptado de Espita-Baena et al.24

Caracterizacion fitoquimica

El tamizaje preliminar fitoquimico de los principales grupos de metabolitos
secundarios en los extractos y fracciones, se llevd a cabo empleando la metodologia
microquimica descrita por Carvajal et al.*® y Duran et al.,*° la cual fue
complementada con cromatografia en capa fina sobre cromatoplacas de Silica gel
60 F2s4 con soporte de aluminio.?° Todos los solventes fueron grado analitico y los
reactivos de identificacion se prepararon al momento de realizar los ensayos para
minimizar errores por degradacién de las soluciones.'® Se utilizé lampara UV

(I=254 nm y 1=365 nm), &cido sulfurico al 10 % en metanol, vainillina y reactivos
de revelacion universales o especificos dependiendo del grupo de compuesto a
evaluar.?°
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Estudio Bioldgico
Evaluacion de la actividad hemolitica

El efecto hemolitico de extractos y fracciones de ambas especies vegetales fue
evaluado sobre glébulos rojos (GR) humanos O+ provenientes de sangre obtenida
de un donante masculino sano con hematocrito de 48 %.

Preparacion de las soluciones de prueba

De cada extracto total y fraccion de C. dentata y H. indicum se pes6 20 mg, los
cuales fueron disueltos, mediante agitacién, empleando solucién salina normal
(SSN) y dimetilsulfoxido (DMSO) hasta 10 mL, con lo que se obtuvo una solucidn
con concentracion de 2000 mg/L. Las soluciones fueron filtradas y se prepararon
diluciones seriadas base 2, quedando para evaluacién las siguientes
concentraciones: 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,63, 7,81 y 3,91 mg/L para cada
extracto o fraccion. Como control negativo se utiliz6é SSN y como control positivo
agua estéril grado inyectable.?! Adicionalmente, se evalué el efecto hemolitico del
DMSO0?? a concentracion de 2 % y la anfotericina B a concentraciones similares a las
de extractos y fracciones.

Procedimiento

5 mL de sangre anticoagulada con citrato de sodio al 3,2 %, se centrifugd a 2500 rpm
durante 10 minutos, descartando el plasma.?? Luego los GR se lavaron tres veces con
SSN y fueron centrifugados hasta que quedaron limpios. Una porcion de GR fue utilizada
para preparar suspensiones al 4 % en SSN y agua estéril respectivamente. 100 pL de la
suspension de GR en SSN, se colocé en cada uno de los pozos de una microplaca de

96 pozos para cultivo celular,?2?2 excepto en aquellos destinados para la evaluaciéon del
control positivo, en los cuales, se adicion6é 100 pyL de la mezcla preparada con GR y agua
estéril. Inmediatamente, se adicion6 una alicuota de 100 pL de cada una de las
soluciones a ensayar (extracto y fracciones de C. dentata y H. indicum, DMSO,
anfotericina B, control positivo y negativo) a las correspondientes concentraciones.

Las placas se incubaron a 37 ©C durante 2 horas,?? centrifugandose posteriormente a
3500 rpm durante 10 segundos. El contenido de hemoglobina en el sobrenadante se
determind en un lector de placas de ELISA a 550 nm.?!

Cada concentracion de extracto y fraccion se evalud por triplicado y en tres
experimentos independientes. La concentracion hemolitica media (CH50) se calculd
a partir de la absorbancia de las soluciones de prueba?! utilizando el método
estadistico Probit del software Stat Plus 2009 Professional 5.8.4.

Evaluacion de actividad téxica in vivo sobre larvas de Artemia salina L

El agua de mar para este bioensayo se obtuvo de aproximadamente 10 metros bajo
el nivel del mar en un punto medio entre Tierra Bomba y Castillo Grande en el
departamento de Bolivar (Colombia).*® Las larvas de A. salina utilizadas fueron
provenientes de la eclosion de huevos recolectados en la bahia de San Francisco
(EE. UU.).

Tratamiento y caracterizacion del agua de mar

Con el propdsito de garantizar uniformidad en las propiedades fisicoquimicas del
agua durante todo el ensayo, esta se filtré a presion reducida y se determiné su
conductividad eléctrica, pH y densidad.
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Preparacion de las soluciones de prueba

Para cada especie vegetal se pesd 50 mg de extracto total y cada una de las
fracciones y se disolvié en una mezcla 9:1 de agua de mar/DMSO0,?* agitando hasta
completa homogenizacion. Estas soluciones se trasladaron a balones aforados de
25 mL, completando volumen con agua de mar. Luego de filtrar las soluciones
anteriores, se prepararon diluciones seriadas base 2, hasta obtener concentraciones
de 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 y 3.13 mg/L, para cada extracto o fraccion.

Se emple6 agua de mar como control negativo y una solucién de fenol al 5 % como
control positivo.?® Adicionalmente, se evalué el efecto téxico del DMSO a una
concentracion de 0,4 % y la anfotericina B a concentraciones similares a las de
extractos y fracciones.

Procedimiento

Huevos de A. salina fueron puestos a eclosionar en agua de mar, bajo condiciones
de iluminacién artificial indirecta por 24 horas y temperatura de 28+2 °C.2%

Las larvas se separaron en grupos de 10 nauplios y fueron colocadas en viales que
contenian 2 mL de agua de mar.'® A cada recipiente, se le adicioné la solucién de
prueba completando volumen a 10 mL con la cantidad de agua necesaria para cada
caso. La lectura de mortalidad se realiz6 a las 24 horas.'>2?% La concentracion letal
media (CL50), se calculé por el método PROBIT.?® Todos los ensayos se realizaron
por triplicado y en tres experimentos independientes.

Evaluaciéon de actividad téxica in vitro en células mamiferas

La actividad de extractos y fracciones de cada especie vegetal se evalud sobre la
linea celular promonocitica humana U937 (CRL-1593.2™) en fase logaritmica de
crecimiento, utilizando el método MTT.?7

Preparacion de las soluciones de prueba

De cada extracto o fraccion se prepararon soluciones a una concentraciéon de

2000 mg/L, disolviendo 2 mg de muestra en 1 mL de DMSO con agitacion vigorosa.
Las anteriores soluciones, se diluyeron de forma seriada con medio RPMI 1640, de
tal manera, que al momento de colocarlas en contacto con las células U937 en los
platos estandar de 96 pozos, la concentracién evaluada para cada especie vegetal
fue de 200, 100, 50, 25, 12,5y 6,25 mg/L. En todos los ensayos se utilizd
anfotericina B como control positivo de citotoxicidad,?® asi como también, medio de
cultivo como un control de viabilidad.

Procedimiento

Las células en suspension, con una viabilidad mayor al 90 %, se ajustaron a una
concentracion de 1x10° células/mL. En cada pozo se dispensaron 100 pL de la
suspension de células, asi como también, 100 pL de las diluciones de cada especie
vegetal, anfotericina B o medio de cultivo. Los platos se incubaron a 37 ©C con 5 %
de CO2 durante 72 horas.?® Posteriormente, se adicionaron 20 pL de MTT a cada
pozo e incubd el contenido a 37 ©C durante 3 horas, protegiendo los platos de la
luz. Finalmente, se adiciond 100 pL de DMSO a cada pozo e incubdé nuevamente
cada plato a TA durante 30 minutos, y calculé la produccién de formazan mediante
la determinacion de la absorbancia en un lector de placas de ELISA a 570 nm.?°

La concentracion letal media (CL so), se calculé por el método Probit. Los ensayos
fueron realizados por triplicado y en dos experimentos independientes.3°
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Evaluacion de actividad antileishmanial in vitro sobre amastigotes
intracelulares

Para este ensayo se utiliz6 amastigotes presentes en la porcién citoplasmatica de
células U937 en fase logaritmica de crecimiento,?® los cuales fueron producto de la
diferenciaciéon de promastigotes de L. (V.) panamensis (MHOM/CO/87/UA140)
transfectados con GFP (Green Fluoresence Protein)3! en fase estacionaria de
crecimiento y cultivados en medio Novy, McNeal, Nicolle (NNN) modificado.

Preparacion de las soluciones de prueba

De la solucidn madre del extracto total y fracciones de cada especie vegetal, antes
preparada para la evaluacion en células U937 (2000 mg/L), se hicieron diluciones
seriadas base 2, con una concentracion maxima de 100 mg/L, o en su defecto, la
mitad de la CL50 calculada sobre las células U937. Se utilizé anfotericina B como
control positivo,?8:3° asi como también, un control de viabilidad de parasitos (células
infectadas), control de viabilidad celular (células no infectadas) y un blanco de
medio (medio de cultivo sin células).

Procedimiento

Se prepard una suspension de células U937 utilizando forbol-12-miristato-13-
acetato 0,1 pg/mL hasta una concentracion de 3x105 células/mL, de la cual se
dispens6 1 mL a cada pozo de un plato de 24 pozos y se incub6 a 37 ©C durante

48 horas.® Por otro lado, se ajustd la cantidad de promastigotes hasta una
concentracion de 30 parasitos/célula U937.28 Después de lavar las células, se
adicion6 en cada pozo 1 mL de suspension de parasitos y se incubo el plato a 34 ©C
con 5 % de CO2 por 3 horas, 28 tiempo después del cual, se lavaron con PBS los
parasitos no internalizados y se incub6 de nuevo a 34 ©C con 5 % de CO2 durante
24 horas para permitir la diferenciacién a amastigotes;® pasado este tiempo, se
adicionaron los extractos y fracciones a las distintas concentraciones, al igual que la
anfotericina B o el medio sin compuesto. Las células infectadas en presencia de
cada solucién se incubaron a 34 °C con 5 % de CO2 durante 72 horas.?®
Finalmente, las células fueron desprendidas suavemente del fondo del plato y leidas
a 488 nm de excitacion y 525 nm de emisiéon con un laser de argén en un citémetro
de flujo (Cytomics FC500 MPL Beckman-Coulter).3*

La concentracion efectiva media (CE50), fue calculada por el método Probit.
Todos los ensayos se realizaron por triplicado y en dos experimentos
independientes.3° Se calculd el indice de selectividad (1S) dividiendo la actividad
citotdxica entre la actividad antileishmanial.?®

RESULTADOS

Segun la identificacién taxondémica, las especies vegetales empleadas en esta
investigacion correspondieron en efecto a Cordia dentata Poir. (Cédigo JBC2507) y
Heliotropium indicum L. (Cédigo JBC3691) de la familia Boraginaceae. Después de
realizar la clasificacién y limpieza se obtuvieron 400 g para C. dentata y 447 g para
H. indicum, los cuales fueron extraidos con cuatro litros de etanol y concentrados
hasta obtener 80 g de extracto total para C. dentata y 76 g para H. indicum,
resultando rendimientos de extraccion de 20 % y 17 % respectivamente.

Las fracciones fueron obtenidas a partir de 20 g del extracto total de cada especie
vegetal. Por su parte, en la marcha fitoquimica se encontré que las hojas de ambas
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plantas presentan siete de los ocho grupos de metabolitos secundarios evaluados
(alcaloides, glucésidos cardioténicos, cumarinas, flavonoides, taninos, derivados

antracénicos, triterpenos y esteroides), exceptuando las saponinas, ya que no
fueron detectadas por el método microquimico ni por cromatografia en capa
delgada (tabla 1).

Tabla 1. Rendimiento de extraccion y tamizaje fitoquimico de extractos y fracciones de Cordia dentata Poir. y Heliotropium indicum L

Especie Muestra Cédigo Rendimiento Alcaloides Cardiotonicos Cumarinas Flavonoides
vegetal de Extraccién Mayer | Dragen | Baljet | Kedde KOH Shinoda | Amoniaco FeClz
dorff 5% en
EtOH
Cordia Extracto total Cd-I-4A 20,0 % ++ +++ - - - ++ + +++
dentata Poir. - —
N Primera fraccién Cd-I-4B 58 % - - - -
(uvito)
hexano
Segunda fraccién Cd-I-4C 5.8 % + + - - ++
hexano
Fraccion cd-I-4D 31,8 % ++ + - - +
diclorometano
Primera fraccién Cd-I-4E 24,9 % - - - - + - - R
acetato de etilo
Segunda fraccién Cd-1-4F 5,8 % - - + - - - - ++
acetato de etilo
Fraccién metanol cd-1-4G 26,0 % ++ ++ + + + +
Heliotropium | Extracto total Hi-I-44 17,0 % ++ ++ + + ++ +++ +
indicum L. Fraccién hexano Hi-I-54 10,7 % + + ++ + ++
(rabo de
alacran) Fraccion Hi-I-5B 7,5 % + ++ + + ++ - - +
diclorometano
Primera fraccién Hi-I-5C 9,2 % - - + + + - - R
acetato de etilo
Segunda fraccién Hi-I-5D 17,3 % - - - - + + +
acetato de etilo
Fraccion metanol Hi-I-5E 55,3 % +++ +++ + + - ++ +++
MQ TLC TLC MQ TLC MQ TLC TLC
Resultados: Mo detectado (- )
Leve (+) MQ | Prueba realizada por test
microquimico
Moderadoe ([ ++) TLC | Prueba realizada por cromatografia

en capa Fina
Abundante ( +++ )

Taninos

Gelatina

MQ

La actividad hemolitica (figuras 2 y 3), toxicidad en Artemia salina y células U937,

asi como también, el efecto antileishmanial en amastigotes intracelulares de
extractos y fracciones de C. dentata y H. indicum, se resumen en la tabla 2.
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Fig. 2. Porcentaje de hemdlisis de extractos vy fracciones de Cordia denfats Poir,
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X: Promedio; CV: Coeficiente de Variacidn; CHsp: Concentracion Hemolitica Media; Clso: Concentracion Letal Media;
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Fig. 3. Porcentaje de hemalisis de exftractos vy fracciones de Heliotropivum indicum L,
Tabla 2. Evaluacién biolégica de extractos y fracciones de Cordia dentata Poir y Heliotropium indicum L
Extractos / Fracciones CHso (mag/L) CLso (mg/L) CLso (mg/L) CEso (mg/L) indice de
(Cddigos) selectividad (IS)
X+ CV XxCvV X £ CV XxCv
Glébulos rojos O+ Artemia salina L. Células U937 Amastigotes intracelulares
Ccd-1-42 > 500,0 > 200,0 > 200,0 = 100,0 ND
Cd-1-4B > 500,0 > 200,0 > 200,0 = 100,0 ND
Cd-I-4C > 500,0 = 200,0 = 200,0 = 100,0 ND
cd-I-4D > 500,0 = 200,0 94,0 + 21,6 43,9 £ 9,8 2,6
Cd-I-4E > 500,0 189,1 + 15,4 99,6 + 20,1 38079 2,6
Cd-I1-4F > 500,0 = 200,0 = 200,0 = 100,0 ND
Cd-1-4G > 500,0 > 200,0 > 200,0 > 100,0 ND
Hi-1-43 = 500,0 > 200,0 126,3 + 4,4 61,2 + 19,6 2,1
Hi-I-52 > 500,0 = 200,0 141,88+ 0,5 = 100,0 < 1,4
Hi-1-5B > 500,0 46,8 £ 29,0 22,9+ 4,6 18,5 + 4,9 1,2
Hi-I-5C > 500,0 = 200,0 84,8 £ 15,9 44,9 £ 9.8 1,9
Hi-I-5D > 500,0 = 200,0 = 200,0 = 100,0 ND
Hi-I-5E > 500,0 > 200,0 > 200,0 = 100,0 ND
Anfotericina B 5,20 + 0,02 75,32 + 28,85 33,5 + 0,00 0,07 + 0,01 478,6

CEsp: Concentracion Efectiva Media; ND: No Determinado

Todos los extractos y fracciones mostraron ser potencialmente no hemoliticos con
valores de CHs50>500 mg/L. Asi mismo, tanto C. dentata como H. indicum
manifestaron ser potencialmente no toxicos para A. salina, dando CLs0>200 mg/L,
con excepcioén de la primera fracciéon diclorometano de H. indicum (Hi-1-5B) que
mostroé ser toxica, con una ClLso = 46,8 = 29,0 mg/L.

Tanto el extracto total (Cd-1-4A) como la primera y segunda fraccion hexano de C.
dentata (Cd-1-4B y Cd-1-4C, respectivamente) al igual que la segunda fraccion
acetato de etilo (Cd-1-4F) y la fracciébn metanol (Cd-1-4G) mostraron ser
potencialmente no téxicas para células mamiferas U937, exhibiendo CLso>200 mg/L
mientras que las fracciéon diclorometano (Cd-1-4D) y la primera fraccion acetato de
etilo (Cd-1-4E) resultaron ser moderadamente toéxicas con valores de

Clso = 99,9 = 21,6 y 99,6 *+ 20,1 mg/L, respectivamente.
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Para H. indicum, solo la segunda fraccion acetato de etilo y la fraccion metanol
mostraron ser potencialmente no téxicas para células U937 con valores de
CLs0o>200 mg/L. Sin embargo, la fraccion diclorometano mostro ser toxica con
Clso = 22,9 + 4,6 mg/L, seguida por la primera fraccion acetato de etilo, el
extracto total y la fraccion hexano, las cuales mostraron ser moderadamente
toxicas con ClLso de 84,8 + 15,9, 126.3 = 4,4y 141,8 + 0,5 mg/L,
respectivamente.

La evaluacion de la actividad de extractos y fracciones contra amastigotes
intracelulares de L. (V.) panamensis mostré para C. dentata, que solo la fracciéon
diclorometano y la primera fraccion acetato de etilo fueron activas, con valores de
CEso equivalentes a 43,9 + 9,8 y 38,0 = 7,9 mg/L, respectivamente. Tanto el
extracto total como las demas fracciones de C. dentata evaluadas se consideraron
sin actividad sobre los parésitos, ya que la CEso fue > 100 mg/L. Por su parte, para
H. indicum la fraccibn mas activa resulto ser la diclorometano (Hi-1-5B), con

CEso = 18,5 + 4,9 mg/L, seguida de la primera fraccion acetato de etilo con

CEso = 44,9 = 9,8 mg/L y el extracto total con CEso = 61,2 = 19,6 mg/L,
respectivamente. Las demas fracciones para efectos de la presente investigacién no
mostraron actividad contra los amastigotes intracelulares (CEso = 100 mg/L).

DISCUSION

En términos generales, los resultados del tamizaje fitoquimico coinciden con lo
reportado por Li et al.®? y Oluwatoyin et al.3 para la familia Boraginaceae.

En efecto, para el género Cordia la literatura reporta la presencia de flavonoides,
compuestos fendlicos, alcaloides pirrolizidinicos, cordiaquinonas, triterpenos y
taninos,3*%° y para el género Heliotropium alcaloides, flavonoides, triterpenos y
derivados aromaticos,%37 resultados que son correspondientes en gran medida a
los encontrados en esta investigacion. La caracterizacion fitoquimica para las dos
especies, propuesta por varios autores, pone de manifiesto la presencia de
alcaloides, taninos y saponinas como metabolitos secundarios comunes a ambas
plantas,’337-40 siendo las saponinas el Gnico grupo de metabolito disimil con lo
hallado en este estudio.

La distribucién y abundancia relativa de flavonoides, triterpenos y esteroides fue
similar en las dos especies vegetales, aun cuando para H. indicum se encontr6 en
un numero mayor de fracciones en contraste con C. dentata. Ademas, H. indicum
mostré mayor contenido de glicésidos cardioténicos que C. dentata, y distribuidos
en mayor numero de fracciones (todas excepto la Hi-1-5D). La no detecciéon de
cumarinas en los extractos totales de ambas especies vegetales pero si en sus
respectivas fracciones, puede deberse a un enmascaramiento por parte de otros
grupos de metabolitos revelados a nivel del extracto total, tales como alcaloides,
flavonoides, taninos, derivados antracénicos, triterpenos y esteroides. En ningln
extracto o fraccion de las plantas estudiadas se logro la deteccién de saponinas,
resultados que coincide con lo reportado por Meher et al.*!y Jethinlalkhosh et al.*?
para H. indicum, pero difiere de lo propuesto por Garcia et al.1® para C. dentata.

De otro lado, para el género H. indicum se ha reportado presencia de alcaloides en
todos sus 6rganos en mayor o menor grado, y se logré determinar, que el
fraccionamiento del extracto total de sus hojas concentra los flavonoides en
fracciones de mayor polaridad, por lo que se ubican preferiblemente en la porcion
metandlica,34° resultados que se correlacionan fuertemente con lo mostrado en la
tabla 2. Asi mismo, los resultados del tamizaje fitoquimico obtenidos en esta
investigaciéon tienen un 66,7 % de similitud al efectuado por Rahman et al.,*°
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siendo las saponinas y los glucésidos cardiotonicos los Unicos grupos de metabolitos
secundarios disimiles entre los dos estudios, lo cual podria estar fuertemente
relacionado con la diferencia geografica y ambiental entre los sitios de recoleccion
de las muestras. Al no encontrar suficiente literatura cientifica sobre el perfil
fitoquimico de C. dentata, el presente estudio aporta datos valiosos referentes a la
caracterizacion de esta especie, los cuales podrian ayudar a explicar o sugerir
potenciales efectos farmacoldgicos derivados de la utilizacién de sus hojas.

Teniendo como punto de partida, que porcentajes de hemodlisis inferiores al 10 %,
indican una inocuidad de las soluciones de prueba sobre el modelo experimental, y
que los resultados conseguidos (figura 2 y 3) para el DMSO a la concentracion
ensayada (maxima utilizada para disoluciéon de extractos y fracciones) estan por
debajo del 1 %, es posible sugerir que el DMSO se puede utilizar como ayudante en
la disoluciéon de extractos y fracciones derivados de productos naturales, ya que no
tiene un notable efecto hemolitico en las condiciones de experimentacioén. Por su
parte, la anfotericina B a la mas baja concentracion ensayada (3,91 mg/L) es capaz
de generar lisis de aproximadamente el 50 % de la poblacién de eritrocitos y a la
mas alta concentracién (500 mg/L) destruye poco mas del 96 % de las células
expuestas, resultado que permite explicar el efecto hemolitico visto en pacientes
con leishmaniasis y tratados con este medicamento.*344

Los extractos totales, tanto de H. indicum como de C. dentata, a la maxima
concentracion ensayada muestran un efecto hemolitico que resulta ser ligeramente
superior al doble del promedio obtenido para sus respectivas fracciones; es asi, que
en el caso de C. dentata el valor obtenido de 3,42 resulta ser superior al promedio
encontrado para sus fracciones en un 51 %, mientras que el valor de 1,87 para H.
indicum es superior en un 58 % al promedio calculado para sus fracciones.
Ademas, se resalta que el extracto total de C. dentata tiene un efecto hemolitico
superior al de H. indicum en un 54,7 %, aunque al considerar el hecho de que el
mencionado efecto se logra con una concentracion de 500 mg/mL, podriamos
aseverar sin lugar a duda que ninguna de los dos especies vegetales tiene la
capacidad de lisar de manera aguda glébulos rojos a las concentraciones evaluadas.
Lo anterior, se puede soportar en el hecho de que los resultados del tamizaje
fitoquimico dieron negativos para saponinas, las cuales representan el tipo de
metabolitos secundarios mas ampliamente reportados como hemoliticos.*®

En relacion al bioensayo con A. salina, se establecié que los extractos o fracciones
fueron considerados muy téxicos cuando presentaron CL50 menores a 50 mg/L,
toxicos los que tuvieron CL50 entre 51-100 mg/L, levemente toxicos aquellos con
CL50 entre 101-200 mg/L y finalmente no téxicos los que mostraron CL50 mayores
a 200 mg/L, todo esto, con el propésito de delimitar un rango de concentraciones
similar al propuesto por Valencia et al.*® para las células U937, y de esta forma
intentar correlacionar ambos bioensayos. De manera similar, la citotoxicidad en las
células U937 se categorizo en tres niveles, en donde extractos con CL50 menores
de 50 mg/L fueron considerados muy citotéxicos; aquellos con CL50 entre 51 mg/L
y 100 mg/L medianamente citotoxicos y finalmente los que presentaron CL50
superiores a 101 mg/L poco citotdxicos.4®

Los extractos y la gran mayoria de fracciones estudiadas no tienen considerable
efecto toxico sobre larvas de A. salina a las concentraciones y tiempo evaluado.
Ademas, al realizar un paralelo entre los resultados del tamizaje fitoquimico de las
fracciones que dieron activas para cada planta, se podria proponer a los taninos y
cumarinas como los metabolitos secundarios responsables de dicho actividad ya
que se encuentran presente en ambas fracciones (Cd-1-4E y Hi-1-5B), aunque, no
se debe descartar que el mencionado efecto sea debido a los alcaloides,
cardiotdnicos, triterpenos y esteroides hallados adicionalmente en la fracciéon Hi-I-
5B de H. indicum.8?
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En afios recientes, se ha optado por no evaluar concentraciones demasiado altas de
extractos o fracciones de origen vegetal, con el propdsito de no generar falsos
positivos.4° Es asi, que al hacer un paralelo entre un estudio realizado en el afio
2011 sobre el extracto metandlico de las raices de H. indicum frente a A. salina*y
la presente investigacion, se logré establecer que las hojas de esta planta
presentan menos efecto toxico que sus raices (CL50 hojas: 200 mg/L y

CL50 raices: 47.86 mg/L), posiblemente debido a la presencia de glicésidos
cardioténicos como metabolito diferencial entre los dos érganos vegetales. Por su
parte, es posible afirmar que la especie C. dentata no tiene efecto deletéreo sobre
las larvas, ya que la Unica fraccion de esta que fue nociva, esta en la categoria de
levemente toxica.

La citotoxicidad in vitro sobre células U937 y la actividad antileishmanial en
amastigotes intracelulares de L. (V.) panamensis, se realiz6 con el propdsito de
calcular el indice selectividad (1S), el cual es un parametro que permitié clasificar
los extractos y fracciones como promisorios, cada vez que tomoé valores mayores o
iguales a dos.4’

Relacionando la informacién de las tablas 1 y 2, las dos fracciones mas promisorias
de C. dentata, teniendo en cuenta sus IS, presentaron grupos de metabolitos
secundarios tipo alcaloides y cumarinas (fracciéon Cd-1-4D) y cumarinas y taninos
(fraccion Cd-1-4E), siendo las cumarinas un grupo de metabolitos comunes a
ambas. Por su parte, en H. indicum las tres fracciones mas promisorias hacia la
busqueda de compuestos antileishmaniales tienen alcaloides, glicosidos
cardioténicos, flavonoides, taninos, derivados antracénicos, triterpenos y esteroides
(fraccion Hi-1-4A), alcaloides, cardiotdnicos, cumarinas, taninos, triterpenos y
esteroides (fraccion Hi-1-5B) y cardioténicos, cumarinas, taninos, derivados
antracénicos, triterpenos y esteroides (fraccién Hi-1-5C); siendo los cardiotdnicos,
taninos, triterpenos y esteroides comunes a todas las fracciones de esta ultima
especie vegetal. Por lo tanto, se podria concluir que los posibles metabolitos
secundarios, responsables del efecto generado por ambas especies vegetales, sobre
la forma parasitaria de L. (V.) panamensis podrian ser de tipo alcaloide, cumarinas
o taninos, teniendo mayor preferencia por los alcaloides debido a la gran cantidad
de reportes existentes en la literatura cientifica en los que se asocia la presencia de
los mismos con importantes efectos antileishmaniales, tal como lo expuso Rocha et
al.8 en su revision sobre productos naturales con actividad antileishmanial, en la
cual, de varias moléculas activas frente a parasitos de Leishmania: 68 eran de tipo
alcaloide, 29 triterpenoides, 19 sesquiterpenoide, 16 quinoidal, 13 flavonoide,

13 diterpenoide, 10 esteroidal, 3 cumarina y 1 monoterpenoide.

Es de destacar también los altos valores de CL50 encontrados en la mayoria de
fracciones, tanto para A. salina como para células U937, en comparacion con el
farmaco de referencia, lo cual indica que es necesario buscar un mecanismo de
fraccionamiento biodirigido en el que se logre aislar el o los metabolitos
responsables de la actividad antileishmanial, para de esta manera mejorar los
valores de CE50 y por ende el IS, sin afectar la toxicidad de los compuestos en
células diferentes al parasito.

Otro resultado que se observa en la tabla 2, es que los grupos de metabolitos
secundarios con mayor potencialidad para ser utilizados en el tratamiento de la
leishmaniasis se ubican preferiblemente en las fracciones de mediana polaridad
(Cd-1-4D, Cd-1-4E, Hi-1-5B y Hi-1-5C), y entre las cuatro fracciones, aquella que
merece ser explorada detalladamente en busca de moléculas antiparasitarias podria
ser la CD-1-4E, ya que mostré el segundo mas alto valor de CL50 y el segundo mas
bajo valor de CE50, ademas, porque el tamizaje fitoquimico mostré resultados
positivos para taninos y cumarinas, estando las cumarinas en mayor abundancia
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relativa con respecto al otro grupo de metabolitos. Sin embargo, el extracto de H.
indicum también podria ser empleado como fuente importante de moléculas
antileishmaniales Utiles en el tratamiento de la forma cutanea de la enfermedad por
pobladores de zonas endémicas, ya que tiene baja toxicidad y una selectividad
(macrdéfago/parasito) superior a 2,0.

Al comparar los datos de toxicidad obtenidos frente a A. salina y células U937 para
las dos fracciones activas (Cd-1-4E y Hi-1-5B) en ambos modelos bioldgicos, se
aprecia que la CL50 en A. salina es aproximadamente el doble que la conseguida
con la linea celular, lo cual posiblemente sea debido a la mayor complejidad
bioquimica de las larvas, por lo que se hace necesario seguir explorando
cuidadosamente este comportamiento con el propésito de establecer si existe
realmente una correlacion util que permita predecir el comportamiento en un
modelo biolégico a partir del otro.

AUn cuando existen reportes de la utilidad de frutos maduros y flores de C. dentata
en el tratamiento de parasitos intestinales,*® este trabajo representa la primera
aproximacion al estudio de esta especie vegetal, como potencial agente
antileishmanial. Ademas, es el primer estudio que pone de manifiesto las
propiedades antileishmaniales de H. indicum sobre amastigotes intracelulares de L.
(V.) panamensis.

Finalmente, los datos obtenidos en esta investigacion indican, una vez mas, que las
especies vegetales, son una fuente importante de metabolitos con bioprospeccion
para el tratamiento de multiples enfermedades; abriendo nuevas perspectivas de
investigacion sobre la flora colombiana y la quimioterapia para la leishmaniasis y
otros parasitos de importancia médica.
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