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Resumen

Los extractos de Acacia farnesiana, Piper arieianum, P. subpedale, Sphagnum recurvum y Vismia baccifera
subsp. ferruginea se evaluaron in vitro contra promastigotes de Leishmania spp. y amastigotes de Leishmania
(Viannia) panamensis y epimastigotes de Trypanosoma cruzi. Los extractos de V. baccifera subsp. ferruginea
y P. arieianum fueron promisorios por su baja citotoxicidad contra la linea celular U937 y buena actividad
leishmanicida. Debido a la actividad in vitro presentada por la subespecie V. baccifera subsp. ferruginea, se
estudio la posibilidad de obtener la propagacion de esta planta por cultivo de tejidos. También se aislo un
derivado del 4cido cindmico, pero solo se mostr6é una actividad antiprotozoaria marginal.

Palabras claves: citotoxicidad, cultivo de tejidos, extractos vegetales, epoxicinamico, leishmaniosis,
tripanosomiasis.

Abstract

The extracts of Acacia farnesiana, Piper arieianum, P. subpedale, Sphagnum recurvum, and Vismia baccifera
subsp. ferruginea were evaluated in vitro against promastigotes of Leishmania spp. and amastigotes of
Leishmania (Viannia) panamensis and epimastigotes of Trypanosoma cruzi. Extracts of V. baccifera subsp.
ferruginea y P. arieianum were promising due to low cytotoxicity against the U937 cell line and good
leishmanicidal activity. Because of the good leishmanicidal activity of the subspecies V. baccifera subsp.
ferruginea, was studied the possibility to get by tissue culture propagation of this plant. A cinnamic acid
derivative was isolated too, but only showed a marginal antiprotozoal activity.
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INTRODUCCION sis ha sido informada en aproximadamente 88 pai-

ses del mundo, calculandose que se presentan alre-
Aunque son notables los adelantos de la ciencia dedor de 12 millones de casos anualmente y que
médica durante los tltimos afios, las enfermedades existen aproximadamente 350 millones de perso-
parasitarias siguen afectando o amenazando la vida nas en riesgo de adquirir la enfermedad. Todos los
de millones de personas en el mundo. La leishmanio- protozoos del género Leishmania poseen un ciclo
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de vida similar, siendo transmitido el parasito desde
un reservorio mamifero al humano por la picadura
de insectos hembras del género Lutzomyia en el
Nuevo Mundo y Phlebotomus en el Viejo Mundo.
En el hombre existen tres formas principales de
leishmaniosis: cutdnea, mucocutaneay visceral. Es-
tas formas han sido clasificadas con base a criterios
clinicos y son causadas por al menos 15 especies
diferentes del parasito (De Almeida et al., 2003;
Desjeux, 2004).

La incidencia de leishmaniosis cutanea en Colom-
bia ha presentado un aumento en los lltimos afios,
pasando de un promedio de 6.000 casos reporta-
dos por el Ministerio de Salud en los afios noventa
a9.533 casos en el 2003 y 14.000 casos en el afio
2004. En junio de 2005, se reportaron 8.058 ca-
sos de leishmaniosis cutanea (99,3%), 30 casos de
la forma mucosa (0,4%) y 27 casos de la forma
visceral (0,3%). El incremento en los casos se debe
principalmente a los siguientes factores: 1) conflic-
tos sociales internos, que generan desplazamientos
de grupos de poblacion a zonas endémicas donde
adquieren la infeccion; también inciden los despla-
zamientos de zonas endémicas a areas donde se
encuentran los insectos vectores, estableciéndose
nuevos focos de transmision, al actuar el hombre y
los animales domésticos como reservorios. Grupos
moviles como soldados y ejércitos irregulares son
las poblaciones con mayor incidencia de
leishmaniosis en el pais; 2) los cultivos ilicitos que
se llevan a cabo en areas selvaticas donde hay alta
transmision de la enfermedad; 3) el proceso de
domiciliacion y urbanizacion de la enfermedad al
adaptarse los vectores a las nuevas condiciones
ecologicas, posiblemente como consecuencia del
cambio climatico; 4) la deficiente atencion en salud
a las personas que viven en regiones rurales aparta-
das de los centros urbanos; 5) y finalmente, la cre-
ciente resistencia o baja efectividad de las drogas
utilizadas (Leandro y Campino, 2003; Oullette et
al., 2002).

Los departamentos colombianos que registran
mayor nimero de casos son: Antioquia —en su
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mayoria procedentes de los municipios de
Carepa, Turbo, Valdivia, Anori e Ituango—,
Santander —Cimitarra, El Carmen de Chucuri,
Landazuri y El Playon—, Caquetda —San Vicen-
te del Caguan y Cartagena del Chaira—, Tolima
—Chaparral, San Antonio y Ortega—, y Narifio
—Tumaco, Barbacoas y Samaniego— (Ministe-
rio de Salud, 2005).

Por su parte, la enfermedad de Chagas o
tripanosomiasis americana, causada por
Trypanosoma cruzi Chagas, 1909, representa
un problema de salud publica en muchos paises
del continente americano y es la primera causa
de lesiones cardiacas en adultos jovenes. En Co-
lombia, se calcula que 900.000 personas estan
infectadas y 3 millones en riesgo de contraer la
infeccién (Moncayo, 2003). A pesar del conoci-
miento de la bioquimica y fisiologia del parasito,
el tratamiento de las infecciones producidas por
el T cruzi es considerado como uno de los mas
insatisfactorios y los avances en la quimioterapia
para controlar la enfermedad de Chagas han sido
muy pocos.

En la busqueda de alternativas terapéuticas a esta
problematica de salud se plantea el uso de las plan-
tas, pues ¢éstas han sido de gran importancia para el
hombre a través de los tiempos; ademas, algunas
de ellas se emplean en la medicina tradicional con-
tra la leishmaniosis (Kayser et al., 2003, Rocha et
al.,2005). Colombia cuenta con una gran diversi-
dad en especies vegetales, que constituyen una fuen-
te de productos naturales que pueden ser utilizados
tanto en el tratamiento de las enfermedades para-
sitarias como para otras patologias. Por tal razon
se emprendio un estudio sistematico para detectar
extractos de plantas con actividad leishmanicida 'y
tripanocida, a partir del conocimiento tradicional
acoplado con ensayos experimentales bioguiados y
perfiles analiticos de la composicion de los extrac-
tos (Cardona et al., 2005); eventualmente se hizo la
elucidacion estructural de una sustancia obtenida
durante los procesos de refinacion. En este trabajo
se reportan los resultados encontrados con cinco



Gallego et al.

especies de plantas que se emplean en diferentes
partes de Colombia para tratar las lesiones cuta-
neas de la leishmaniosis.

Por otra parte, la disponibilidad de material vegetal
puede llegar a ser una limitante para realizar estu-
dios quimicos y farmacologicos mas profundos;
debido a esto se emprendid una aproximacion ha-
cia la posibilidad de replicar la planta mas promisoria
mediante cultivo de tejidos (Vanisree et al., 2004).

MATERIALES Y METODOS

Coleccion de material vegetal. La subespecie
Vismia baccifera subsp. ferruginea (Kunth) fue
colectada en diferentes municipios del departamento
de Antioquia (Colombia): Puerto Berrio (planta es-
téril), San Roque (Corregimiento San José del Nus,
planta en estado de floracion), Cisneros (planta es-
téril) y Jerico (planta con frutos). Ejemplares de esta
especie se encuentran en el herbario de la Universi-
dad de Antioquia (HUA), Medellin (Antioquia), Co-
lombia, bajo los nimeros de coleccion F.J.R 3945,
3985 y 3987 respectivamente; del material colec-
tado en Jerico no se tiene ejemplar en el herbario.

Material colombiano de las especies Piper
arieianum C. DC., y P. subpedale Trel. y Yunck.,
fue obtenido en Puerto Berrio (Antioquia); de Aca-
cia farnesiana (L.) Willd en Santa Fe de Antioquia;
y del musgo Sphagnum recurvum P. Beauv., en
San Antonio del Tequendama en Cundinamarca.
Ejemplares de las especies de plantas superiores,
se encuentran en el HUA, con los numeros F.J.R.
3941, F.J.R. 3942 y R.F. 7324, respectivamente.
El del musgo en el herbario del Instituto de Ciencias
Naturales, Universidad Nacional de Colombia,
Bogot4, con el nimero CIO 3753.

Algunas de estas plantas ya han sido sometidas a
un estudio fitoquimico preliminar por otros autores
(Baas et al., 2000; Delle Monache et al., 1979; El
Sissi et al., 1973; Green et al., 1999; Politi et al.,
2004; Sahu et al., 1997; Seigler et al., 1979) y han
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sido seleccionadas para este trabajo exclusivamen-
te por criterios etnobotanicos.

Extraccion y fraccionamiento. Las hojas o los
tallos de las plantas colectadas se picaron y extraje-
ron con etanol, seguido de filtracion y evaporacion
del solvente a sequedad. El extracto se lavo con
una mezcla triple que contenia hexano, diclorome-
tano y metanol en proporcion 2:1:1; la parte insolu-
ble se disolvio en metanol. Posteriormente, se hizo
un fraccionamiento de los extractos solubles en
metanol en columnas de silica gel eluidas con mez-
clas de solventes de polaridad creciente y de los
solubles en mezcla triple, en columnas de Sephadex
eluidas con mezcla triple, finalizando con metanol.

Con el espécimen de V. baccifera subsp. ferrugi-
nea (colectada en Puerto Berrio), en el extracto solu-
ble en mezcla triple, luego del proceso de secado
se encontrd que parte de este ya no era soluble en
lamezcla, por lo que se denomind insoluble en mez-
clatriple y para el fraccionamiento de esta particion,
se utilizo una columna de Sephadex eluida con metanol.

En los diferentes fraccionamientos se hicieron
monitoreos por cromatografia de capa fina (ccf) para
cada fraccion y para fracciones que se tornaban in-
teresantes, se tomaron espectros de Resonancia
Magnética Nuclear ('"H-RMN y C-RMN) en
CDCI, o en MeOD, utilizando un equipo Bruker
AMX 300 MHz para 'H y 75 MHz para *C. Los
desplazamientos quimicos (d) son expresados en
ppm y son reportados relativos al TMS con cons-
tantes de acoplamiento (J) en Hz.

Ensayos de actividad biologica. Los ensayos de
citotoxicidad y de actividad leishmanicida in vitro
se realizaron en cooperacion con el Programa para
el Estudio y Control de Enfermedades Tropicales
(PECET). La actividad citotoxica de extractos o
fracciones fue evaluada en células promonociticas
humanas U937, utilizando el micrométodo
enzimatico MTT. La actividad leishmanicida fue
evaluada en amastigotes de Leishmania (Viannia)
panamensis Lainson y Shaw (MHOM/CO/87/UA/
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UAT140) de acuerdo a protocolos previamente des-
critos por Weniger et al. (2001). Los criterios de
seleccion a tener en cuenta en la evaluacion fueron:
CL,, auna concentracion superior a 50 ug/mly un
porcentaje de inhibicion en amastigotes mayor del
50% a la misma concentracion; este criterio surgio
después de evaluar los resultados preliminares del
proyecto de investigacion “Busqueda de antipara-
sitarios de la flora colombiana Leishmaniosis y
Chagas”, del cual derivo este manuscrito. Especifi-
camente se detectd que el Indice de selectividad
(IS) no era el parametro de seleccion mas adecua-
do ya que un buen IS se puede obtener por bajas
toxicidades y altas actividades (p. e. CL,;1.000 ug/
mly CL, 200 ug/ml) o al contrario.

Los ensayos sobre promastigotes fueron realizados
en el Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimi-
cas (U. M. S. A., Bolivia) con las cepas PHS8 (L.
amazonensis), M2903 (L. brazilensis) y PP75 (L.
donovani) bajo los protocolos establecidos por esta
institucion (Giménez et al., 2004). En este mismo
sitio se realizaron los ensayos de actividad tripanoci-
da (Del Olmo et al., 2001), aunque los ensayos de
las fracciones MF2 y MF3 de V. baccifera fueron
hechos en el Laboratorio de Chagas de la Universi-
dad de Antioquia con la cepa HA de T cruzi, aisla-
da de humano.

Cultivo de tejidos vegetales. Para el cultivo de
tejidos vegetales se colectaron estacas de la es-
pecie V. baccifera subsp. ferruginea en el
municipio de San Roque (Corregimiento San José
del Nus), las cuales fueron transportadas al vivero
envueltas en papel periddico rociado con fungicida;
posteriormente se sembraron en tierra y se
humedecieron diariamente. A los 15 dias de
sembradas se obtuvieron brotes y a los 30 dias se
colectaron para el cultivo in vitro; los brotes se
sumergieron en una solucion de 150 ppm de
Benlate y luego en una solucion de Lark Sanitizer
0,5% y finalmente en hipoclorito de sodio al 2%
con una gota de Tween 80 por cada 100 ml. En
cada solucidén permanecieron por espacio de 20
minutos, enjuagandose con agua destilada estéril
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después de cada desinfeccion. El periodo de
incubacion entre cada siembra fue de un mes.

El medio utilizado inicialmente para la siembra fue
el medio basal de Murashige y Skoog (MS), su-
plementado con 0,5 mg de piridoxina, 0,5 mg de
acido nicotinico, 2,0 mg de glicina, 100 mg de
mio-inositol, 0,2 mg de tiamina y 20 g de sacaro-
sa por cada litro. Para las hojas ademas se adi-
cionaron 0,5 mg de acido indolbutirico (IBA),
2,0 mg de bencilaminopurina (BAP), mientras que
para las yemas se adicionaron 0,5 mg de BAPy
0,5 mg de acido naftalenacético (ANA). Final-
mente, se ajustd el pH a 5,8 y se agregaron 1,7 g
de fitagel. La temperatura promedio de incubacion
fue de 22 °C, con fotoperiodo de 12:12 horas
de luz y oscuridad. Al mes, los explantes se sem-
braron en el mismo medio modificandose algu-
nas condiciones, asi: algunos explantes de hojas
se mantuvieron en completa oscuridad a22 o a
25 °C, mientras que otros permanecieron con
fotoperiodo a 22 °C. Las yemas continuaron bajo
las mismas condiciones.

Para el cambio de medio al final del periodo de
incubacién se cambiaron los reguladores de creci-
miento utilizando 1,0 mg de ANA, acido
indolacético (AIA)y 4cido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) para los explantes de hojas y para las ye-
mas 0,5 mg de acido giberelico (GA,) y 0,5 mg de
BAP; ademas se le adicion6 al medio 50 mg de
acido citrico y 50 mg de &cido ascorbico, para evi-
tar oxidacion. Los explantes de hojas se dejaron a
25 °C, en oscuridad, mientras que las yemas per-
manecieron a 22 °C con fotoperiodo.

Posteriormente, se aument6 la concentracion de
sacarosa en el medio a 30 g. Para los explantes de
hojas se incremento el 2,4-D a 4,0 mgy para los de
yemas se adicionaron 0,05 mg de ANA y 0,5 mg
de AIA. La incubacion para las hojas continud igual
y para las yemas se aumento la temperatura a 25
°C. La tltima siembra se realizo en estos mismos
medios cambiando solo la temperatura de
incubacion de las yemas a 28 °C.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad sobre promastigotes 'y
amastigotes de Leishmania. En una primera
aproximacion se realizaron ensayos de activi-
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dad sobre promastigotes de varias especies de
Leishmania con los extractos asi como con el
epoxicinamico, una sustancia pura aislada de
Vismia (tabla 1).

Tabla 1. Actividad antiparasitaria sobre promastigotes de Leishmania amazonensis (PHS), L. brazilensis (M2903) y L.
donovani (PP75) (* MT = soluble en mezcla triple; M = soluble en metanol; F4 y F7 = fraccion 4 y 7 del extracto insoluble en

mezcla triple; ** = inactivo a 100 pg/ml)

L. amazonensis

L. brazilensis L. donovani

Especies Muestra* CL,, (ng/ml) CL,, (ng/ml) CL,, (ng/ml)

P arieianum hojas MT 25,0 19,4 25,0
hojas M 47,7 55,5 52,8
V. baccifera hojas MT 37,5 44,2 52,5
San José del Nus epoxicinamico 55,2 47,7 50,5
hojas MT 58,9 61,6 61,6

V. baccifera hojas MF4 Inactivo Inactivo ** [nactivo
Puerto Berrio hojas MF7 42.9 62,5 71,7
epoxicinamico 55,5 48.9 43,9
Anfotericina 0,2 0,2 0,2
Pentamidina 10,0 10,0 10,0

El extracto soluble en mezcla triple de P. arieianum
presenta los mejores resultados con una CL, a una
concentracion de 25,0 ug/ml para la cepas de L.
amazonensis y L. donovani'y de 19,4 ug/ml para
la cepa de L. brazilensis.

En cuanto a las muestras evaluadas de V. baccifera,
los extractos de hojas en mezcla triple de San José
del Nus y de Puerto Berrio, tienen diferencias en la
concentracion requerida para inhibir el 50% de los
parasitos, siendo mas efectivo el extracto de San
José del Nus. Lo anterior demuestra que el sitio de
recoleccion, la época del afio y el estado de desa-
rrollo de la planta influye en la composicion de los
metabolitos. Por otro lado, la fraccion 4 del extrac-
to insoluble en mezcla triple de hojas recolectadas
en Puerto Berrio no presentd actividad, aunque
como se vera mas adelante si fue muy activa contra
amastigotes de L. (V.) panamensis, sugiriendo una

pobre correlacion de la sensibilidad a compuestos
observada en promastigotes y amastigotes. Los
medicamentos de referencia, anfotericina y
pentamidina (0,2 y 10 ug/ml), tienen resultados
positivos dentro del criterio establecido de seleccion.

Para conocer el potencial de un extracto o fraccion
sobre amastigotes de L. panamensis los criterios
de seleccion a tener en cuenta fueron: una CL, >
50,0 pg/mly un porcentaje de inhibicion > 50,0% a
la misma concentracion; de esta manera se logra un
equilibrio entre lo posiblemente toxico y lo activo.
Con estos criterios, los extractos que presenten
citotoxicidad a una concentracion < 50,0 ug/mly
buena actividad contra amastigotes no deben ser
descartados como posibles candidatos antipa-
rasitarios, ya que posiblemente al hacer el
fraccionamiento pueda separarse la fraccion o sus-
tancia toxica de la parte activa o atoxica u obtener
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compuestos que siendo toxicos puedan ser utiliza-
dos como plantillas para desarrollar moléculas acti-
vas, utilizando modelacion molecular y/o sintesis

organica (Cardona et al., 2005). La tabla 2 mues-
tra los resultados encontrados en las cinco especies
de plantas estudiadas.

Tabla 2. Citotoxicidad contra células U937 y actividad leishmanicida en amastigotes intracelulares de Leishmania (V.)
panamensis (*MT = soluble en mezcla triple; M = soluble en metanol, EtOH: soluble en etanol, F = fraccion del extracto
insoluble en mezcla triple; **Maxima concentracion evaluada a: a = 50,0 ug/ml; b= 15,0 pg/ml; ¢ = 25,0 ng/ml; d = 35,0 pg/ml;
*¥** colectada en Puerto Berrio (Antioquia), Colombia, las fracciones 1, 5 y 6 no fueron evaluadas, la primera debido a que
en la cef indica solamente carotenos y lipidos, las demas por la poca cantidad obtenida en el fraccionamiento)

Especie Extracto o fraccion* Citotoxicidad % de inhibicién**
CL,, (ng/ml)
Acacia farnesiana hojas MT 120,8 45,0°
hojas M 154.,6 43.8%
hojas MT 40,8 80,8 ¢
hojas M 42,6 67,9 ¢
Piper arieianum tallos MT 42.4 21,4
tallos M 15,9 42,6 ©
inflorescencia EtOH 25,3 58,0 ¢
hojas MT 86,4 32,9+
hojas M 179,2 13,8 ¢
Piper subpedale tallos MT 50,0 20,9
tallos M 161,4 33,0°
inflorescencia EtOH 54,2 56,5 ©
Sphagnum recurvum MT 33,9 68,6 ¢
M 75,6 35,7
hojas MT 21,9 70,2°
Vismia baccifera subsp. ferruginea *** hojas insoluble MT 254,1 64,0°
hojas M 623 24,52
hojas MF2 102,4 20,8
Vismia baccifera subsp. ferruginea ** hojas MF3 55,7 29,62
(fracciones del insoluble en mezcla triple)  hojas MF4 754,0 84,6
hojas MF7 71,7 60,3

Los extractos de hojas de Piper arieianum po-
seen una CL, a una concentracion de 40,8 y de
42,6 ug/ml, que esta cercana al limite establecido
de 50,0 ug/ml. Los tallos e inflorescencias tienen
también una buena actividad si se considera que se
analizaron concentraciones de solo 15,9y 25,3 ng/
ml. Esto plantea la posibilidad de hacer otros
fraccionamientos para determinar si la molécula
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citotoxica es la misma molécula con propiedad
leishmanicida.

Los extractos metanolicos de hojas y tallos de P.
subpedale son poco activos y carecen de toxici-
dad, mientras que el de la inflorescencia se consi-
dera promisorio; los de A. farnesiana son poco
citotoxicos y tienen una actividad muy reducida; la
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parte soluble en mezcla triple de S. recurvum exhi-
be una mediana actividad pero también una toxici-
dad relativamente alta.

Comparando los diferentes extractos los mejores
resultados provienen del extracto de hojas V.
baccifera subsp. ferruginea insoluble en mezcla
triple y al observar las diferentes fracciones
obtenidas de este mismo extracto, la fracciéon 4y
7 fueron las mas efectivas. En este caso, el
epoxicinamico no fue evaluado por la poca
cantidad de sustancia disponible.

Actual Biol 28(84):39-49, 2006

Actividad sobre epimastigotes de 7. cruzi. Para
determinar la actividad tripanocida in vitro, solo se
tuvo en cuenta como criterio a tener en cuenta una
CL,, < 50,0 pg/ml. De acuerdo a esto la muestra
que presentd una mayor efectividad fue la fraccion
7 del extracto metanolico de hojas de V. baccifera
subsp. ferruginea colectada en Puerto Berrio (tabla
3), siendo este un valor muy bajo con respecto a
los obtenidos con las otras muestras estudiadas y a
la vez cercano al valor presentado por la
pentamidina, 10 ug/ml. El extracto crudo soluble
en mezcla triple de la misma planta, presentd una
buena actividad, siendo su CL, de 40 pug/ml.

Tabla 3. Actividad tripanocida sobre epimastigotes de Trypanosoma cruzi (*MT
= soluble en mezcla triple; M = soluble en metanol; F = fraccion del extracto

insoluble en mezcla triple)

Especie Muestra* T cruzi CL, (ng/ml)
P arieianum hojas MT 47,2
hojas M 58,3
V. baccifera subsp. ferruginea  hojas MT 40,1
Puerto Berrio hojas MF2 400,5
hojas MF3 579,2
hojas MF4 101,0
hojas MF7 19,7
V. baccifera subsp. ferruginea  hojas MT 61,8
San José del Nus epoxicindmico 53,3
Anfotericina 0,2
Pentamidina 10,0

Nuevamente se aprecia diferencia entre las activi-
dadesde los extractos de hojas en mezcla triple de
V. baccifera subsp. ferruginea colectada en Puerto
Berrio y San José del Nus, mostrando actividades
a 40,1 y 61,8 ug/ml respectivamente. El extracto
crudo de P, arieianum soluble en mezcla triple y el
compuesto naranja de la V. baccifera subsp.
ferruginea de San José del Nus (47,2 y 53,3 ug/
ml), presentaron una actividad mediana cercana al
limite establecido. Fueron inactivas las fracciones 2
y 3 del extracto de hojas insoluble en mezcla triple
y el derivado del 4cido cindmico de V. baccifera
subsp. ferruginea de Puerto Berrio.

Los resultados encontrados en todos los ensayos
se resumen asi. La fraccion 7 de hojas metanol de
V. baccifera subsp. ferruginea, presenta un buen
porcentaje de inhibicion (60,3%) en amastigotes de
L. panamensis, buena actividad contra
promastigotes de L. amazonensis (CL  a 42,9 ug/
ml) y baja actividad para L. brazilensis y L.
donovani'y tiene una muy buena actividad contra
epimastigotes de 7. cruzi (CL, a 19,7 pg/ml). La
fraccion metanolica de hojas de V. baccifera subsp.
ferruginea fue la mas activa contra amastigotes de
L. panamensis (84,6%) e inactiva contra los
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promastigotes de L. amazonensis, L. brazilensis,
L. donovani'y epimastigotes de 7. cruzi. El extracto
de hojas mezcla triple de P. arieianum presentd un
alto porcentaje de inhibicion contra amastigotes de
L. panamensis (80,8%) y buena actividad contra
los promastigotes de L. amazonensis, L.
brazilensis y L. donovani (CL,, a 25,0, 19,4 y
25,0 ug/ml, respectivamente) y una actividad
marginal contra epimastigotes de 7. cruzi (47,2 pg/
ml). El extracto metandlicos de hojas de P.
arieianum presentd un buen porcentaje de
inhibicion contra amastigotes de L. panamensis
(67,9%), pero una mediana actividad en los otros
ensayos.

De otro lado el epoxicinamico solo tiene una
actividad marginal contra epimastigotes de 7 cruzi.

Analisis estructural. Los extractos ensayados en
su actividad leishmanicida fueron sometidos a un
analisis de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
de '"H y "3C para detectar la clase de compuestos
presentes, asi, los extractos de las especies de Piper
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muestran sefiales principalmente para compuestos
tipo prenil benzoato. Aunque la literatura reporta la
presencia de antranoides en Vismia baccifera
(Hussein et al., 2003; Delle Monache, 1979), los
espectros de RMN del espécimen colectado en
Puerto Berrio muestran xantonas, vismionas y
posiblemente benzofenonas, uno de los cuales posee
un metileno exociclico.

No obstante al tratar de encontrar mas material para
otros fraccionamientos se observd que algunos
especimenes de V. baccifera subsp. ferruginea
tienen una composicion quimica muy diversa,
dependiendo de su origen, segin se desprende de
sus perfiles cromatograficos. La ccf de las
particiones en metanol y de la parte soluble en
mezcla triple de los ejemplares colectados en Puerto
Berrio, San José del Nus, Cisneros y Jeric6 indica
que los extractos de las Vismia de San José del
Nus y Cisneros son similares, excepto por un
compuesto de fluorescencia azul de Rf = 0,3, y
ambos a su vez son muy diferentes de las plantas
colectadas en Puerto Berrio y Jerico (figura 1).

.
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Figura 1. Cromatografia de capa fina (ccf) al UV (izquierda) y placas después de reveladas (derecha) de
extractos de Vismia baccifera de diferentes sitios. Particion en metanol (placas 1 y 3, siendo en ambas la
muestra de Puerto Berrio sembrada, la parte del extracto insoluble en mezcla triple que se disolvio en metanol)
y soluble en mezcla triple (placas 2 y 4). (P = Puerto Berrio; N = San José del Nus; C = Cisneros; J = Jerico)

Estructura de un derivado del acido cinamico.
Del extracto de V. baccifera subsp. ferruginea
(Puerto Berrio) soluble en la mezcla triple se aislo
un compuesto como agujas de color naranja, cuya
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estructura se elucidé por RMN de 'H, “Cy 2D. El
espectro de '"H RMN muestra las siguientes sefiales:
8 3,06 (d ancho, H-1), 8 3,85, (dd, J=3,6 Hz y
7,0 Hz, H-2a), 8 4,22 (dd, J= 12,3, Hzy 7,0 Hz,
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H-2a), 84,70 (d, J= 3,6 Hz, H-3), 5,94 (s, H-17),
d 6,76 (m, H-2’, H5), 8 6,84 (s, H-6"); el
experimento JMOD muestra los siguientes tipos de
atomos de carbono:

- Cinco metinos en 6 54,7 (C-2), 86,2 (C-3),
106,9 (C-2"),108,6 (C-5")y 119,8 (C-6); estas
dos tltimas sefales forman parte del multiplete
en d 6,76, de un sistema aromatico, de acuerdo
al HMQC.

- Dos metilenos en § 72,1 (C-1) y 6 101,5 (C-
17); segtin el experimento HMQC la ultima sefial
correlaciona con el singlete en 8 5,94, que se
asigna a un grupo metilendioxi.

- Tres carbonos cuaternarios en 8 135,4 (C-17),
0 147,5 (C-3") y & 148,4 (C-4°).

El experimento COSY '"H-'H indica acoplamientos
entre la sefial de 6 4,70 con lade 8 3,06 y a su vez
esta con las otras dos sefiales en 0 3,85 y 4 4,22,
que se encuentran mutuamente acopladas.

Con los datos anteriores se puede proponer una
formula C, H, O,, indicando asi seis insaturacio-
nes en la molécula, de las cuales cuatro corres-
ponden al sistema aromatico y una al metilendioxi;
la otra insaturacion entonces debe involucrar a
los dos metinos oxigenados por lo cual se deduce
la presencia de un grupo epoxido en la molécula.
La estructura final se asigndé mediante el
experimento HMBC (figura 2); asi las dos sefiales
en 0 147,5 y & 148,4 (carbonos aromaticos oxi-
genados) muestran correlaciones a larga distancia
con los tres protones aromaticos, mientras que el
metino en & 119,8 tiene correlaciones a larga
distancia con el doblete en 8 4,70 (figura 2). Esta
molécula ha sido reportada en Artemisia vulgaris
(Tigno et al., 2000).

Cultivo de tejidos. Debido a los buenos niveles
de actividad de los extractos de Vismia y a la
posibilidad de que se requiera el suplemento de
material para ensayos mas avanzados, se
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analizaron varias condiciones para tratar de
producir material por cultivo de tejidos. Por esta
razén solamente se estudiaron algunas
condiciones de reproduccion, mas no las de
produccion de metabolitos, que se espera
estandarizar en otra fase. Este aspecto cobra
importancia si ademads se tiene en cuenta que
existe una variabilidad quimica de las especies
colectadas en varios sitios. La evolucion de los
experimentos se siguio durante cinco meses; al
final del segundo mes se observo la formacion de
callos en los explantes de hojas en los cultivos
que se encontraban en oscuridad. Hubo un
crecimiento mayor en los callos que se
mantuvieron a 25 °C. En vista de que se presentd
fenolizacion, se adicion6 al medio acido citricoy
acido ascorbico; ademas se hicieron cambios en
los reguladores de crecimiento, pero a pesar de
estos cambios el crecimiento observado fue muy
lento. Para las yemas no se observo crecimiento
en este tipo de cultivos a pesar de las
modificaciones realizadas (figura 3).

Figura 2. Estructura de un derivado epoxicinamico aislado
de V. baccifera ferruginea y correlaciones HMBC

Figura 3. Cultivo de tejidos de V. baccifera subsp.
ferruginea, callo (A) y yemas (B)
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El nimero de plantas estudiadas contra enferme-
dades parasitarias como la leishmaniosis y la
tripanosomiosis, crece considerablemente a dia-
rio; no obstante no se obtienen resultados
tangibles que sean facilmente apropiables por la
sociedad. Una de las razones para este hecho es
la busqueda de novedad estructural como forma
de aseguramiento de un mecanismo de proteccion
a la propiedad intelectual; de esta manera se
desechan muchas sustancias conocidas aunque
potencialmente ttiles. De otro lado, las metodo-
logias de trabajo se enfocan méas hacia el aisla-
miento de metabolitos que hacia la deteccion de
una actividad especifica y por tal razon los
presupuestos y los tiempos de investigacion se
incrementan desmesuradamente.

Los futuros procedimientos de aislamiento y
purificacion bioguiados tendientes a identificar las
moléculas bioactivas seran facilitados en gran medida
por los perfiles de RMN, que permiten definir la
presencia de nucleos conocidos de metabolitos
secundarios.

Por otro lado, ademas debe evaluarse con
precaucion la correlacion de los nombres cientificos
con los nombres vulgares que se le asignan a las
plantas en determinadas regiones y ademas, la
extrapolacion de sus usos etnomédicos: el Carate
puede ser una especie de Vismia pero en otra region
puede corresponder a una planta de la familia
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Euforbiaceae. También debe tenerse en cuenta la
parte de la planta que se utiliza en la medicina
tradicional, la época de recoleccion del material, la
forma de aplicacion (infusion, emplasto, etc.) y la
influencia de factores ambientales —ecoldgicos,
climaticos, geomorfoldgicos y edaficos—, en la
produccion de metabolitos secundarios. Es posible
que esta variabilidad en los nombres y en la
composicion quimica sea la causante de que muchas
veces los ensayos in vitro no confirmen la actividad
para la cual se usa corrientemente la planta.

Finalmente, se comprueba que efectivamente en la
biodiversidad colombiana hay plantas que tienen
actividad leishmanicida y tripanocida; ademas los
resultados de esta investigacion pueden ser punto
de partida para buscar las moléculas responsables
de dicha accion y elucidar y modificar su estructura
para obtener sustancias que eventualmente puedan
ser desarrollados para la farmacoterapia
antiprotozoaria humana.
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