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RESUMEN

Las leishmaniosis son zoonosis que en el hospedero humano pueden afectar la piel,
las mucosas o las visceras, resultado del parasitismo de los macréfagos por un proto-
zoario flagelado del género Leishmania, introducido al organismo por la picadura de
un insecto flebéromo. En Colombia, la leishmaniosis cutinea es causada por pardsitos
del subgénero Viannia, al cual pertenecen las especies Leishmania (L) panamensis,
L. braziliensis y L. guyanensis. El tratamiento clinico requiere la administracién de
medicamentos que, si bien son efectivos, generan efectos adversos en el individuo.
Ademids, se ha detectado una resistencia del parisito, lo que ha favorecido la dismi-
nucién de la eficacia de los tratamientos usados convencionalmente para controlar
la enfermedad. En la busqueda de nuevas y mds seguras alternativas terapéuticas, los
productos naturales son una fuente importante de agentes con potencial actividad
antileishmanial. Este es el caso de los aceites esenciales que por sus caracteristicas
fisico-quimicas, principalmente por su untuosidad, pueden constituirse en una alter-

nativa tépica para el control de la leishmaniosis cutnea (Lc). En este estudio, la
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actividad antileishmanial de trece aceites esenciales de diferentes familias de plantas
colombianas (Lauraceae, Rutaceae, Verbenaceae, Lamiaceae, Zingiberaceae, Myristi-
caceae, Cardiopteridaceae y Pinaceae) se evalud sobre los promastigotes de L. brazi-
liensis. La concentracion efectiva 50 (CE, ) de 87,8 +/- 55,51 ug/mL, 265,5 +/-7.5
ug/mL y 17,4 +/- 0,43 ug/mL para los aceites del fruto de Persea caerulea, de las
hojas de Lippia albay de las hojas de Rosmarinus officinalis, respectivamente, permite
sugerir una actividad parasiticida. Si bien, es necesaria la valoracion del efecto cito-
toxico que sobre los macréfagos, como células blanco de la infeccion por Leishmania,
puedan generar estos aceites; resulta promisoria la actividad antileishmanial directa
sobre las formas promastigotes, la cual puede ser comparable con la observada para
pentamidina, firmaco que a diferencia de las sales antimoniales pentavalentes, no es
una prodroga que requiera ser descompuesta en metabolitos activos una vez es incor-
porada al macréfago. Es decir, estos aceites esenciales podrian contener principios
activos letales para las formas libres y quizd para las formas intracelulares de Leish-
mania spp, que ameritan seguir siendo estudiados como una alternativa terapéutica

enel controldelarc.

Palabras clave: aceites esenciales, ensayos antileishmaniales, Leishmania braziliensis.

SUMMARY

In vitro evaluation of essentials oils activity from Colombians
plants on Leishmania braziliensis

Leishmaniasis is zoonosis that in h uman host can affect skin, mucosa and viscera,
when a flagelar protozoo is phagocyted by macrophages after bit of Phlebotomineo
insect. In Colombia, cutaneous leishmaniasis is produced by subgenus Viannia para-
sites, genus that includes species like Leishmania panamensis (L), L. braziliensis y
L. guyanensis. Clinical treatment requires the administration of effective drugs that
induce severe adverse effects in the patient treated. Additionally, the parasite had
generated a drug-resistance, which promotes a reduction in this kind of therapeutic
schedule. In the searching of new and safer therapeutics alternatives to leishmaniasis
control, natural products are a important source of active molecules with pharmaco-
logical activity. In this study we reported the antileishmanial activity of 13 essentials
oils of different Colombians plants (Lauraceae, Rutaceae, Verbenaceae, Lamiaceae,
Zingiberaceae, Myristicaceae, Cardiopteridaceae y Pinaceae) using L. braziliensis
promastigotes. The effective concentration 50 (EC_ ) was 87,8 +/- 55,51 pg/mL,
265,5 +/- 7,5 pg/mL and 17,4 +/- 0,43 pg/mL for essentials oils of Persea caerulea
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fruit, Lippia alba leaves and Rosmarinus officinalis leaves, respectively, which permit
suggest us, a parasitocide property. Although, it is necessary the cytotoxic effect
study on macrophages as infection targer cells, result promissory the antileishma-
nial effect direct to promastigote form, which can be comparable with the effect
observed to pentamidine, drugs to a difference of antimonial drugs, is not a pro-
drug thart require to be metabolized into macrophage. In other words, essentials oils
would conrain active principles lethal against free forms and maybe, against intracel-
lular Leishmania spp forms that need further studies to be considered as therapeutic

alternative to leishmaniasis cutaneous control.

Key words: essentials oils, antileishmanial assays, Leishmania braziliensis.

INTRODUCCION

Las leishmaniosis son zoonosis que pueden afectar la piel, las mucosas o las visceras, a
causa del parasitismo de los macréfagos por un protozoario flagelado del género Leish-
mania, introducido al organismo por la picadura de un insecto flebétomo (1, 2). Des-
pués de la infeccién, cuando un promastigote ingresa al macréfago y se diferencia en
amastigote, puede aparecer una variedad de manifestaciones clinicas que dependen,
entre otros factores, de la especie de Leishmania involucrada y de la respuesta inmune
del hospedero afectado. La leishmaniosis cutdnea (Lc) es una enfermedad polimorfa
que compromete la piel (forma clinica predominante en Colombia), la cual comienza
con una pipula que se agranda y tipicamente se transforma en una tilcera indolora. Las
lesiones pueden ser tinicas o multiples y, ocasionalmente, no ulceradas y difusas. Pueden
cicatrizar espontdneamente en semanas o meses, o persistir durante mas tiempo, incluso
llegando a generar formas no cldsicas de lesion distintas de tilceras (1, 2).

La leishmaniosis es endémica en més de ochenta paises de todos los continentes (3).
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (oms), 350 millones de personas estin en
riesgo de contraer la infeccion y dos millones de nuevos casos de las diferentes formas
clinicas se reportan anualmente. La leishmaniosis estd clasificada en la categoria I de
enfermedades re-emergente y sin control, situacién manifiesta en el dramdrtico aumento
en su incidencia (4).

En el 2005, el Estado colombiano invirtié un poco mds de US$ 4,5 millones en la
adquisicion de los medicamentos necesarios para tratar la leishmaniosis. Su alto costo
y el riesgo del tratamiento incompleto o efectos adversos resaltan la importancia de
garantizar no s6lo su uso adecuado, sino también de evaluar permanentemente su efi-
cacia y seguridad, lo que genera mayores costos (5).
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Durante ladécada delos noventadel siglo xx, se notificaban en promedio 6.500 casos nue-
vos de leishmaniosis cada ano, cifra que ha venido aumentando progresivamente al punto
de pasar en los anos 2005 y 2006 a cerca de 20 mil casos cada afo notificados al sistema.
En Colombia, la leishmaniosis es endémica en casi todo el territorio, excepto en San
Andrés (islas), y aunque predomina la Lc, también se presenta la forma mucosa y la leis-
hmaniosis visceral (Lv). La distribucién geogréfica de las especies de Leishmania en el
pais, sefiala que las especies predominantes son la L. panamensisy la L. braziliensis (6).

Respecto al tratamiento, los medicamentos de primera eleccién que se suministran a
los pacientes una vez diagnosticados mediante la evidencia de los amastigotes intra-
celulares en muestras de la lesién, son sales de antimonio pentavalente (Sb5+), como
el antimoniato de N-metil glucamina (Glucantime®) y el estibogluconato de sodio
(Pentostam®). Ambas formulaciones presentan eficacia similar y se administran para
tratar cualquiera de las tres formas clinicas de la enfermedad. La oMs sugiere una dosis
diaria intramuscular de antimonio pentavalente de 20 mg/kg de peso/dia durante
20 dias, que garantiza del 90% al 95% de curacién, aunque la forma de administrarla
resulta muy dolorosa y en ocasiones es la principal causa de abandono del tratamiento.
Igualmente, el isotianato de pentamidina y la anfotericina B, a pesar de ser efectivos su
toxicidad, es elevada (7).

Ademads, se ha detectado una resistencia del microorganismo, definiendo ésta como
la disminucién de la eficacia a compuestos en una poblacién que previamente era sus-
ceptible a ellos. Existen al menos tres mecanismos celulares asociados a la expresion de
quimio-resistencia (8): amplificacion de los genes que codifican moléculas blanco del
firmaco; cambios estructurales y funcionales de las moléculas blanco de las drogas y
disminucién de los niveles intracelulares del principio activo por unién a transporta-

dores especificos (8, 9).

Por todo lo anterior, es necesario investigar alternativas terapéuticas que siendo igual
0 quizd mas efectivas, resulten mds seguras y mds ficiles de administrar. A este nivel,
los aceites esenciales (cuya untuosidad como caracteristicas fisico-quimicas favorece su
aplicacion local) pueden constituirse en una alternativa tépica para el control de laLc.

Se han descrito multiples propiedades antimicrobianas y funciones farmacolégicas
para los también abundantes principios activos encontrados en el recurso etnobo-
ténico (10, 11). Se han reportado propiedades antileishmaniales para 1) la familia
Lauraceae y especies como Ocotea duckei, empleando formas promastigotes de L.
infantum 'y L. amazonensis (12); 2) la familia Rutaceae, compuesta de especies como
Dictyoloma peruviana, planta utilizada tradicionalmente para el tratamiento de la
leishmaniosis, que causaron una lisis total de promastigotes de L. amazonensis 'y L.
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braziliensis (13); 3) la familia Verbenaceae y el aceite esencial de especies como Lip-
pia alba, los cuales mostraron actividad inhibitoria sobre los promastigotes de L.
infantum (14); 4) la familia Zingiberaceae y especies de circuma (Curcuma longa),
que exhibieron propiedades terapéuticas con alto potencial antioxidante, antiinfla-
matorio, anticancerigeno, antifingico, entre otras (15); 5) la familia Myristicaceae y
especies como Myristica malabarica, las cuales demostraron su promisoria actividad
antileishmanial en ensayos con promastigotes de L. donovani (16); y, finalmente, 6)
la familia Pinaceae y especies como Cedrus atlintica, que exhibieron una importante
actividad antibacteriana frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas (17).

MATERIALES Y METODOS

1. Aceites esenciales

Los aceites se obtuvieron a partir de diversas partes de las plantas, las cuales se colec-
taron, se secaron a temperatura ambiente y se trataron bajo protocolos previamente
estandarizados (18). En la tabla 1 se presenta la lista de los aceites esenciales estudiados
en este trabajo.

Tabla 1. Aceites esenciales de plantas colombianas. Relacion de los aceites esenciales utilizados en
este estudio. Se analizaron en su gran mayoria hojas y solo cuatro aceites provenientes de frutos y

flor de las plantas de interés.

s . Nombre comun
Familia Especie Colombia Parte
Ocotea macrophylla Aceituno, laurel Hojas
Lauraceae Fruto
Persea caerulea Canela rosa, amarillo
Flor
Fruto
Zﬂnfbﬂxy}“m mﬂmpby}iﬁm Palﬂ rubio
Hojas
Rurtaceae
Raputia heptaphylla Sangretoro Hojas
Especie sin clasificacion taxondmica - Hojas
Verbenaceae Lippia alba Prontoalivio Hojas
Lamiaceae Rosmarinus officinalis Romero Hojas
Zingiberaceae Curcuma sp - Hojas
Mpyristicaceae Iryanthera ulei No reporta Hojas
Zingiberaceae Melissa officinalis Citronela Hojas
Pinaceae Cedrus sp Cedro Hojas
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2. Cultivo de promastigotes de L. braziliensis

Los promastigotes de L. braziliensis (CL250) se mantuvieron en medio de cultivo
rRPMI 1640 (Gibco, Scotland, Uk), enriquecido con el 10% de suero fetal bovino (sFB,
Microgen, Bogotd, Colombia), y 1X de L-glutamina (Gibco, Scotland, ux) (medio
completo, una vez suplementado) a 27°C y en condiciones de humedad y gasificacion
ambiente. La cepa de pardsitos fue gentilmente proporcionada por la doctora Martha

Ayala, del Instituto Nacional de Salud, en Bogota (Colombia).

3. Ensayo de efectividad in vitro

Una vez obtenidos, los aceites esenciales se diluyeron con medio de cultivo RpM1 1640
(Gibco, Scotland, UK). Se prepararon cuatro diluciones seriadas en base dos a partir
de una concentracion de 0,5 mg/mL (500, 250, 125 y 62,5 pg/mL). Como medica-
mento de control positivo inductor directo de la mortalidad de las formas extracelula-
res de Leishmania, se utilizé la pentamidina [Pentamidine Isothionate (May and Baker,
Dagenham, Uk)] (19). La pentamidina también se evalud a cuatro concentraciones
diferentes partiendo de 50 pg/mL (50, 25, 12,5 y 6,25 pug/mL). En cada pozo de un
plato de 96 pozos para cultivo celular (TRP, Trasadingen, Suiza) se dispensaron 2 X 105
promastigotes de L. braziliensis/ 100 pL resuspendidos en medio completo. Dos horas
después, se adicionaron tanto los aceites esenciales a las correspondientes concentracio-
nes por evaluar, como la pentamidina. Se emplearon parasitos cultivados en ausencia
de cualquier sustancia o medicamento como control de viabilidad. Cada una de las
muestras se analizé por duplicado en tres experimentos realizados de forma indepen-
diente. Los pardsitos en presencia de los compuestos se incubaron a 27 °C en atmosfera
al 5% de CO, durante 72 horas. Después de este periodo, se determiné el efecto de los
aceites sobre la viabilidad de los pardsitos, utilizando el método de Resazurina (19).
Para ello, se adicionaron en cada pozo 100 pL de Resazurina 44 uM y se incubaron los
plaros durante 48 horas a 27 °C en atméstera al 5% de CO.,. Se realizé la lectura espec-
trofluorométrica (TECAN GENius), obteniendo de este modo las correspondientes
absorbancias (unidades arbitrarias de fluorescencia, UAF), las cuales son directamente
proporcionales a la cantidad de pardsitos viables presentes en cada pozo.

4, Analisis estadistico

Con las UAF obtenidas para cada concentracién evaluada, se calculé el porcentaje de
viabilidad y mortalidad, cuyos resultados permitieron establecer la concentracién efec-
tiva SO (CE, ). Para cada concentracién, el porcentaje de viabilidad se obtuvo mediante
el uso de la siguiente férmula:

UAF promastigol:cs CXPI.IESEOS al tratamiento

9% viabilidad = x 100 (L.1)

UAF promastigotes control (sin cxposicién al tral:amiento)
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El porcentaje de mortalidad se calculé con la férmula: % mortalidad = 100 - % viabilidad.

Los valores de la CE_ se calcularon mediante el empleo de software GraphPad (Gra-

phPad Prims 5 Demo software, GraphPad software, Inc, La Jolla, ca, usa).
RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 2 se presenta el resultado de la CE, | para cada uno de los aceites esenciales.
Diez de los trece aceites analizados, no exhibieron efecto alguno sobre los promastigo-
tes a la méxima concentracién analizada (500 pg/mL). Dentro de aquellos a los cuales
se les observo un efecto antiparasitario, se encontraron Lippia alba, Rosmarinus offici-

nalis (Romero) y el fruto de Zanthoxyllum monophyllum.

Es de resaltar que aun tratdindose de la misma especie de planta, los compuestos o la con-
centracion de éstos estdn presentes en partes especificas de la planta; razén por la cual, el
aceite esencial procedente de la flor de Zanthoxyllum monophyllum no presenta una
actividad similar a la del fruto. Dentro de los tres aceites esenciales considerados como
promisorios, se ubican los aceites de Rosmarinus officinalis (Romero), yaque la CE_ de
este aceite fue casi treinta veces menor (17,4+/-0,43 pg/mL) que la mdxima concentra-

cién empleada (500 pg/mL).

Tabla 2. Actividad 77 vifro de aceites esenciales sobre los promastigotes de L. braziliensis. CE_;

concentracion efectiva 50; (a): desviacion estdndar procedente de tres experimentos realizados.

. Procedenciaaceite esencial especie CEg (sg/ml)
Ocotea macrophylla (hojas) =500
Persea caerulea (fruto) 87.8+/-55.51*
Persea caerulea (flores) =500
Zanthoxylum monophyllum (fruto) =500
Zanthoxylum monophyllum (flores) =500
Raputia heptaphylla (hojas) =500
Rutacea sin clasificacién taxonémica (hojas) =500
Lippia alba (hojas) 265,5+/-7,50
Rosmarinus officinalis (hojas) 17,4+/-0,43
......................... o N (hOJas) a0
Iryanthera ulei (hojas) =500
Melissa officinalis (hojas) I =500
Cedrus sp (hojas) =500
Pentamidina 1,53+/-0,01

137



Arévalo et al.

La relevancia de estas observaciones radica en el mecanismo de accién directo sobre
formas libres y posiblemente internalizadas de especies de Leishmania que pudieran
tener los aceites esenciales de las hojas de L. alba, R. officinalis y el fruto de Z. mono-
phyllum. Aunque, especificamente, las sales antimoniales pentavalentes (antimoniato
de meglumina y estibogluconato de sodio) logran su efectividad en el control de las
formas internalizadas de Leishmania mediante el metabolismo intracelular (al interior
del macréfago), generan compuestos trivalentes con la correspondiente toxicidad sobre
el pardsito (20).

No obstante, no todas las formulaciones antileishmaniales generan un efecto téxico
sobre los parisitos intracelulares producto de un metabolismo intracelular. La penta-
midina cuyo mecanismo de accién se ha asociado con cambios en los minicirculos del
acido desoxirribonucleico (ADN) del kinetoplasto de la Leishmania (21), no requiere
ser metabolizada; es decir, no es una prodroga como las sales antimoniales pentavalentes
y su efecto es directo sobre las formas parasitarias. Observaciones previas permitieron
inferir dicho mecanismo, debido a que tanto los promastigotes como los amastigotes
resultaron sensibles al efecto de este firmaco, contrario a las sales antimoniales penta-
valentes que sélo fueron efectivas sobre las formas intracelulares (amastigotes) de Leis-
hmania (22).

De la mano con estos resultados, y buscando en paralelo la mejor manera de valorar el
efecto tanto de los medicamentos aprobados para el control de la leishmaniosis como
de nuevos prototipos analizados en busca de esta misma actividad, se emplean diversas
herramientas iz vitro. Las mas adecuadas, pero a la vez las menos sencillas de ejecurar,
contemplan el uso de amastigotes intracelulares, y buscan la forma ideal de disecar los
€VENtos que ocurren 7z vivo.

Por otro lado, y aunque los promastigotes son la forma infectiva mas no la responsable
del cuadro clinico, éstos atn se emplean en los protocolos que a modo de tamizaje
pretenden evaluar el efecto antileishmanial de sustancias o compuestos, e incluso la
potencial resistencia frente a las formulaciones antiparasitarias (23). En los aspectos
favorables que respaldan el uso de los promastigotes en el tamizaje de compuestos anti-
leishmaniales, es su facilidad para ser propagado iz vitro. Tomando como punto de par-
tida la eficacia observada en la pentamidina, los aceites esenciales de las hojas de L. alba,
R. officinalis y el fruto de Z. monophyllum podrian contener compuestos activos frente
ala Leishmania, que de forma directa, sin necesidad de ser metabolizados, tendrian un
efecto antileishmanial potencialmente promisorio.
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Conforme a los ensayos preliminares realizados, los aceites esenciales de L. alba, R.
officinalis y el fruto de Z. monophyllum, con actividad leishmanicida aunque moderada
en los promastigotes, inducen efectos citotéxicos sobre los macréfagos murinos (J774)
(datos no mostrados); y aunque aparentemente la concentracién letal cincuenta (CLso)
es mucho mayor que la CEsopara los promastigotes, lo cual reflejaria un efecto especi-
fico contra el pardsito, es necesario complementar estas observaciones y validar su efi-
cacia sobre los amastigotes intracelulares, y definir la potencial roxicidad que sobre los
macréfagos pudieran llegar a inducir estos aceites esenciales, con el fin de descartar un
efecto deletéreo sobre otras poblaciones celulares. Sin embargo, caracteristicas como la
untuosidad de los aceites esenciales favorecerian su empleo a corto plazo sobre lesiones
activas producidas por Leishmania, siempre y cuando las pruebas, no sélo de efectivi-
dad, sino también de seguridad asociadas con cualquier prototipo farmacolégicamente
promisorio, asi lo demuestren.

Es de resaltar que aunque los compuestos de las familias Lauraceae y Verbenaceae se
han asociado con actividad antileishmanial, éste es el primer reporte que sobre L. brazi-
liensis se documenta para R. officinalis (Romero), una especie de la familia Lamiaceae.
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