Actividad antileishmaniasica in vitro del
extracto metanolico de las flores de
Tessaria integrifolia R. et P. [Asteraceae]

In vitro antileishmanial activity of methanolic extract of
Tessaria integrifolia R. et P [Asteraceae] flowers

Edgard Marin Sdnchez', Fredy Pérex Azahuanche’,
Abundio Sagdstegui Alva’

RESUMEN

La leishmaniasis cutdnea o “uta” es una enfermedad producida por Leishmania peruviana y transmitida en la
picadura de diversas especies de mosquitos del género Lutzomyia; su terapia se basa en el uso de farmacos
antimoniales pentavalentes como el estibogluconato de sodio y antimoniato de meglumine, a pesar de sus
efectos colaterales. Alternativamente, la medicina tradicional usa plantas medicinales sin tener
conocimiento de su modo de accién ni haberlas validado cientificamente. Se realizé un estudio de Tessaria
integrifolia R. et P “p4jaro bobo” con el objetivo de determinar su actividad antileishmanisica y sus
constituyentes fitoquimicos. Mediante ensayos in vitro se enfrenté las formas promastigotas de L. peruviana
contra el extracto metandlico de las flores de T. integrifolia R. & P, a las concentraciones de 100, 50, 25, 12,5,
6,25y 3,125 mg/mL; teniendo como droga de referencia estibogluconato de sodio y realizando las lecturas a
las 24 y 72 horas. El analisis fitoquimico preliminar se efectué mediante ensayos a la gota. Los resultados a las
24 horas mostraron que a una concentracion del extracto de 100 mg/mL, se produce la lisis de las formas
promastigotas de L. peruviana y a la misma concentracién el estibogluconato de sodio solamente inmovilizé a
los parésitos. A las 72 horas, las concentraciones menores inmovilizaron las referidas formas promastigotas
del parésito, efecto similar al ocasionado por el estibogluconato de sodio. El andlisis fitoquimico revelé la
presencia de: esteroides, flavonoides y fenoles. Es decir, el extracto metandlico de las flores de T integrifolia R.
et P “pajaro bobo” demostré mejor actividad antileishmaniésica que el estibogluconato de sodio.

Palabras clave: Leishmania peruviana, leishmaniasis cutdnea, “uta”, Tessaria integrifolia R. et P, actividad
antileishmanidsica, andlisis fitoquimico.
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ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis or “uta” is a vector borne disease produced by Leishmania peruviana and transmitted
by bites of Lutzomyia species. Treatment is based in antimonial pentavalents compounds as meglumine
antimoniate and sodium stibogluconate, in spite of side effects. Alternatively, traditional medicine uses some
plants without knowledge action mode neither scientific validation. With the objective of determining
antileishmanial activity and phytochemical constituents of Tessaria integrifolia R. et P By in vitro assays,
promastigotas forms of L. peruviana were treated with 100, 50, 25, 12,5, 6,25 y 3,125 mg/mL of methanolic
extract of T. integrifolia R et P flowers having to sodium stibogluconato as reference drug. The phytochemical
study was carried out by drop assays. Results showed that after 24 hours, concentration of T. integrifolia R et P
flowers at 100mg/mL caused lisis of promastigotas in comparison with sodium stibogluconate that only
caused their immobilization of parasites. After 72 hours, the other concentrations caused immobilization of
parasite forms similarly at drug reference. As a conclusion, methanolic extract of T integrifolia R et P flowers
had better antileishmanial activity than sodium stibogluconate and the secondary metabolites founded were
steroids, flavonoids and phenols.

Key words: Leishmania peruviana, cutaneous leishmaniasis, “uta”, Tessaria integrifolia R. et P, antileishmanial

activity, phytochemical analysis.

INTRODUCCION

Las leishmaniasis son enfermedades prioritarias de
atencién para la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS); originan importantes problemas de salud pabli-
cadebido ala diversidad de formas clinicas, especialmen-
te lamucocutdnea, que provoca mutilaciones dificiles de
tratar e impacto psicolégico en las personas'”.

La "uta", producida por Leishmania peruviana, es una
enfermedad predominantemente rural en el Perd, endé-
mica en los valles occidentales interandinos y ciertos
valles orientales ubicados entre 900 a 3200 msnm, en
zonas bidticas bien definidas, con densa vegetacién y
microclimas favorables para el mantenimiento del vec-
tor. Estos lugares son reservorios naturales y fuentes de
infeccién leishmanidsica para insectos y pobladores **.

Para el tratamiento de la leishmaniasis, se han
empleado diferentes medicamentos, como los antimo-
niales triy pentavalentes, anfotericina B, cremas a base
de paranomicina al 15%, cloro-metil benzetonio al 12%,
cloruro de miristalconio y pentamidina, que actualmen-
te constituyen farmacos de elevados costos y alta toxici-
dad5,6,7,8‘

El estudio de plantas medicinales como parte de la
basqueda de identidades terapéuticas nuevas estd avan-
zando répidamente gracias al desarrollo de métodos de
bioensayos sencillos pero sensitivos para detectar la acti-
vidad biolégica de extractos vegetales; y de métodos qui-
micos e instrumentacién para el aislamiento y determi-
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nacién de la estructura quimica de las sustancias acti-
vas’. De las raices, tallos, hojas, flores, semillas y frutos
de las plantas se extraen los constituyentes activos que
constituyen las drogas crudas™, siendo los extractos acuo-
sos y etandlicos los que se usan preferentemente como
agentes extractivos en muchas sustancias vegetales”.

El estudio de algunas plantas para determinar su efec-
to sobre las formas amastigotas o promastigotas ha sido
realizado con Munnozia maroni™*, Anacardium occidenta-
le”’, Pera benensis™', Pescheria van heurkii” y Kalanchoe pin-
nata”’, con resultados satisfactorios.

En Bolivia, se estd investigando la accién de algunos
vegetales sobre protozoarios pardsitos como: Plasmo-
dium, Leishmania, Trypanosoma, Toxoplasma, entre
otros™*". Estos estudios toman en cuenta principalmen-
te encuestas etnobot4nicas y conocimientos quimiotaxo-
némicos; han demostrado la actividad antiprotozoaria de
alcaloides quinoleinicos aislados de Galipea grandiflora y
la actividad antileishmanial de una tetralona aislada de
Ampelocera edentula™™"™*".

En el Perti también se ha iniciado este tipo de investi-
gaciones como los trabajos in vitro de diferentes extrac-
tos de Plumbago scandens y Lycopersicon pimpmellifolium,
que originaron lisis y/o inmovilizacién de formas promas-
tigotas de L. peruviana'®”. También se ha encontrado
que las hojas de Pernettya prostrata presentan efecto anti-
18
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leishmaniano en ensayos realizados in vitro

La variedad topografica y diversidad de climas que
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posee el territorio peruano favorece su potencial vegetal
con numerosas plantas medicinales, muchas de ellas
poco conocidas o estudiadas”, entre las que se encuen-
tra Tessaria integrifolia Ruiz et Pavén (Asteraceae), cono-
cida comtnmente como “pajaro bobo”. Esta es amplia-
mente distribuida en Panam&, Colombia, Venezuela,
Paraguay, Brasil, Boliviay Pert. Tessaria integrifolia prefie-
re la ribera de los rios, forma, a veces, bosquecillos muy
compactos gracias a sus raices gemiferas; ocasionalmen-
te, se aleja de su h4bitat natural acompafiando a las ace-
quias y canales de regadfo, invadiendo los cultivos y com-
portandose como maleza; se propaga por semilla y tam-
bién vegetativamente mediante sus raices gemiferas'.

T integrifolia es un drbol de 3 a 10 m de alto, con rai-
ces gemiferas. Tallos delgados, més o menos cilindricos,
verdes o verdo-parduscos, lenticelados, poco ramifica-
dos, glabros o diminutamente puberulentos cuando jéve-
nes. Hojas alternas, oblongas a oblongo-lanceoladas o
lanceoladas, obtusas hasta agudas en el 4pice, atenuadas
y pecioliformes en la base, enteras o irregularmente den-
tadas, densa y cortamente cinéreotomentosas o canes-
cente-tomentosas en ambas superficies, de 3-8 cm de
largo por 0,8-3,5 cm de ancho. Capitulos heterégamos,
discoideos, pequefios, numerosos, subsésiles, dispuestos
en densos corimbos terminales. Involucro turbinado, de
5-6 mm de alto por 2-2,5 mm de didmetro. Bracteas invo-
lucrales numerosas, imbricadas, 5-seriadas: las externas
ovadas y las internas lineales, radiantes, ambas esparci-
damente tomentosas. Flores marginales numerosas, feme-
ninas, con corola filiforme, glabra, de 3-3,5 mm de largo;
las centrales 1, masculina por esterilidad del gineceo, con
corola tubulosa de unos 5 mm de longitud, glabra, pro-
fundamente 5-partida (I6bulos de 2-3 mm de largo);
estambres exertos. Aquenios gruesos, glabros, de 0,5-0,8
mm de longitud. Papus formado por numerosos pelos
blancos’".

Las hojas de T integrifolia R. & P se usan en medicina
popular peruana para curar los trastornos hepaticos; se le
aprovecha por sus propiedades diuréticas y como agente
antiasmatico y antiinflamatorio”. Su inflorescencia es
muy visitada por las abejas, por lo que es considerada como
planta melifera. En la medicina tradicional argentina se usa
como antigonorreico, cicatrizante y resolutivo”.

Los pocos estudios realizados sobre las aplicaciones
medicinales de esta especie, en nuestro medio, motiva-
ron el presente estudio con el objetivo de determinar in
vitro la actividad antileishmaniésica del extracto meta-
nélico de las flores de Tessaria integrifolia R. & P sobre for-
mas promastigotas de Leishmania peruviana y su compo-
sici6n fitoquimica preliminar.

MATERIAL Y METODO

Material de estudio

Las plantas de Tessaria integrifolia R. et P fueron colec-
tadas en la ribera del rio Santa Catalina, provincia de Tru-
jillo, regién La Libertad (Figura 1); se encuentran regis-
tradas en el Herbarium Truxillense (HUT) de la Univer-
sidad Nacional de Trujillo, Pert, cédigo 17612.

La cepa de Leishmania peruviana proporcionada por el
Departamento de Microbiologfa y Parasitologia de la
Facultad de Medicina Humana de la Universidad Nacio-
nal de Trujillo, Perd.

Recolecciony secado de la planta

Inicialmente se realizo el secado parcial de las plantas
bajo sombra y sobre papel periédico; luego, se separaron
las flores manualmente y se secaron a 40 °C en una estufa.

Pulverizacion de los pétalos y preparacion
de los extractos

La pulverizacién de 320 g de pétalos de T. integrifolia
R. & P se realizé utilizando un moledor mecénico. La
muestra pulverizada fue sometida a maceracién con
metanol a temperatura ambiente y agitacién (3 veces al
dfa), durante una semana. El solvente fue removido en
un evaporador al vacio (20 mm Hg) vy, luego, en la estufa
a 45 °C, se obtuvo un concentrado viscoso de color
marrén (24,3 g).

Pruebas bioldgicas in vitro
Mantenimiento de los parasitos

La cepa de Leishmania peruviana fue mantenida en
medios de cultivoin vitro (NNN o Agar Sangre) median-
te repiques sucesivos, cada 7 a 15 dfas, en tubos de cultivo
tapa rosca;a 27 °C.

Disolucién del extracto

Con dimetil sulféxido (DMSO) al 1,6 % ** se prepara-
ron soluciones del extracto en las siguientes concentra-

ciones: 100, 50,25,12,5,6,25y3,125 mg/mL.

Obtencidn de parasitos y enfrentamiento al
extracto

Los parésitos fueron tomados en la fase logaritmica de
crecimiento. Se realizaron diluciones 1:10 para el
recuento de los promastigotas en una cdmara Neubauer
y se ajusté a una concentracién de 1x10° parésitos/mL.
Con una micropipeta se introdujo 100 mL de parésitos
en cada pozo de una placa estéril de microtitulacién, equi-
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valente a 100 000 par4sitos, e inmediatamente se afiadié
la misma cantidad de extracto, En los pozos testigo, se
sustituyé la droga por SSF y como droga de referencia se
utiliz6 el estibogluconato de sodio. Luego se llevé a estufa
de cultivo a 27 °C para realizar las lecturas a las 24 y 72
horas.

Determinacién de la actividad antileishmiasica
sobre Promastigotas

Se utilizé la siguiente escala:
+-+++ : Lisis total
+++

++ : Disminucién de la motilidad

: Inmovilidad y falta de desarrollo

- : Parasitos en condicién similar a los testigos

Andlisis fitoquimico preliminar

Se realizaron ensayos fitoquimicos preliminares”™”,
empleando el método de ensayos a la gota. A partir de 2,0
g de concentrado viscoso, se obtuvieron extractos con
cloroformo, metanol y agua, para determinar metaboli-
tos secundarios. En el extracto cloroférmico, se realiza-
ron ensayos para esteroides (Liebermann-Burchard) y
quinonas (Borntrager); en el metandlico, ensayos para
esteroides (Liebermann-Burchard), flavonoides (Shino-

da), compuestos fendlicos (cloruro férrico) y alcaloides
(Dragendorffy Mayer); y en el extracto acuoso, flavonoi-
des (Shinoda), taninos (cloruro férrico), saponinas (es-
puma) y leucoantocianidinas (Rosenheim).

RESULTADQOS Y DISCUSION

A las 24 horas, el extracto metandlico de los pétalos
de Tessaria integrifolia L. “pdjaro bobo”, a la concentra-
cién de 100 mg/mL, origind lisis de los promastigotas de
Leishmania peruviana y, a la misma concentracion, el esti-
bogluconato de sodio solamente originé inmovilidad y
falta de desarrollo, indicando un mayor efecto antileish-
maniésico del extracto vegetal. A las concentraciones de
50y 25 mg/mL de extracto metandlico, se observéinmo-
vilidad y falta de desarrollo, efecto similar al originado
por la droga de referencia (100 mg/mL). A las concentra-
cionesde 12,5; 6,25y 3,125 mg/mL la motilidad disminu-
y6, situacién esperada por que existe mucha diferencia
respecto a la concentracién del estibogluconato de sodio
(Tabla1).

A las 72 horas, el efecto de 100 mg/mL del extracto
metandlico de los pétalos de Tessaria integrifolia L. “pajaro
bobo” continué siendo el mismo (lisis de promastigotas
de L. peruviana en comparacién con estibogluconato de

Cuadro 1

ACTIVIDAD IN VITRO DEL EXTRACTO METANOLICO DE LAS FLORES DE
Tessaria integrifolia R. et B SOBRE PROMASTIGOTAS DE Leishmania peruviana

LECTURA 24 HORAS 72 HORAS
Repeticiones
[mg/ml] T 1 2 3 s* T 1 2 3 s*
100 o ok S S ok R S o b S o T o b o S +++
50 - +++ +++ +++ +++ S +++ +++
25 - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
12,5 - ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++
6,25 - ++ ++ ++ +++ +++ +++ +4++ +++
3,125 - ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++

* La tGnica concentracién de Estibogluconato de Sodio usada como referencia fue de 100 mg/mL.

Donde: T = Testigos (Promastigotas en movimiento)
1 = Primera Repeticién
2 = Segunda Repeticién
3 = Tercera Repeticion
S = Estibogluconato de Sodio
++++ = Lisis total.
++4++ = Inmovilidad y falta de desarrollo.
++ = Disminucién de la motilidad.

= Similar condicién a los testigos.
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Cuadro 2

FITOCONSTITUYENTES DETECTADOS EN LAS
FLORES DE Tessaria integrifolia R. et B
UTILIZANDO DIFERENTES SOLVENTES

Ensayo dordormo metanol  acuoso
Esteroides + +

Quinonas -

Flavonoides + +
Fenoles + +
Saponinas .
Leucoantocianidinas .
Alcaloides -

Leyenda: + = Presencia
- = Ausencia

Figura 1. Tessaria integrifolia R. et P (Asteraceae); A. Habito, B. Rama Florifera.
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sodio); y en las demds concentraciones originaron inmo-
vilidad y falta de desarrollo, efectos similares al ocasiona-
do por el estibogluconato de sodio; implicando que es
necesario un mayor tiempo para que acttien los metaboli-
tos presentes en el extracto y mejorara los resultados.

No es posible comparar los resultados obtenidos;
pues, no existen publicaciones relacionadas al efecto anti-
leishmanidsico de la especie en estudio. Trabajos utili-
zando extractos de vegetales contra protozoarios parasi-
tos como Trypanosoma, son de interés para los investiga-
dores"; sin embargo, contra Leishmania son escasos .

Se ha determinado las estructura de algunos com-
puestos antileishmanidsicos en especies vegetales; entre
ellos: la plumbagina y dos bis-naftoquinonas, 3,3'-
biplumbagina y 8,8'-biplumbagina®**”; la diospirina;
una bis-naftoquinona (aislada de Diospyros montana, acti-
va contra Leishmania donovani); lactonas”’; y compues-
tos quinénicos, son los que mejores resultados han arro-
jadog'“'lj.

Los ensayos con extractos brutos ayudan a tener una
referencia sobre lo que posteriormente se podria investi-
gar con mayor profundidad con los principios activos
puros de la especie en estudio. Por ello, se considero
importante realizar un ensayo fitoquimico preliminar de
Tessaria integrifolia R. et P para determinar sus metaboli-
tos secundarios. De acuerdo a los resultados mostrados
en la Tabla 2, se evidencia la presencia de esteroides, fla-
vonoides y fenoles. Los esteroides y flavonoides ya han
sido reportados como fitoconstituyentes del extracto eta-
nélico de Plumbago scandens L. “solemanillo” o “solema-
nillo de flores moradas”, planta utilizada para el trata-
miento de leishmaniasis cutdnea o “uta” en zonas rurales
andinas de Contumaza, Cajamarca, Perd”.

En la literatura se han reportado flavonoides de ori-
gen vegetal como bracteina, luteolina, quercitina, amen-
toflavone con potente actividad antileishmaniésica con-
tra promastigotas de Leishmania donovani ****y 2'-6'-
dihidroxy-4'-methoxy chalcona contra L. amazonensis®.
Dentro de los esteroides con actividad antileishmaniasi-
ca se han encontrado varios derivados de la Holacurtina
y Holamina contra L. donovani®, Sarachina contra L
major”y contra L. chagasi®. Por lo que, la presencia de fla-
vonoides y esteroides en el extracto metandlico de la Tes-
saria integrifolia R. et P, respaldarfan los ensayos positivos
antileishmaniasicos de esta especie. Sin embargo, el estu-
dio debe continuar para determinar la estructura del o los
principios activos y la verificacién de su accién contra
Leishmania peruviana. A la fecha, los constituyentes qui-
micos encontrados en la parte aérea y rafz de la Tessaria
integrifolia R. et P son: escualeno, acetato de b-amirino,
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derivados del bistienil, a-tertienilo, lignano, sesquiterpe-
nos, flavonas y 4cido cafeoilquinico™******"; sin embar-
g0, falta determinar aquellos que poseen actividad anti-
leishmanidsica.

Lamedicina tradicional a menudo utiliza hierbas y es
ampliamente utilizada en todo el mundo, pero atin es difi-
cil establecer que tan efectivas realmente son y resaltar
que plantas son fuente importante de nuevos firmacos”.
Los resultados obtenidos en el presente trabajo son alen-
tadores y serfa importante incorporar a T. integrifolia den-
tro de las plantas medicinales que se utilizan en el trata-
miento de la leishmaniosis cutdnea o "uta"; podrian servir
como base para la sintesis de nuevas drogas, de origen
vegetal, que ayuden a aliviar esta enfermedad.

Si bien los estudios in vitro sirven de base para el ini-
cio de la investigacién, la utilizacién de modelos anima-
les constituye la parte m4s importante del proceso expe-
rimental y los resultados que ofrezcan se aproximaran
més a la realidad; pues, en los tejidos del ser humano es
donde se evidencia el dafio producido por L. peruvia-
na'*”. Siendo el “hamster” Mesocricetus auratus altamen-
te susceptible a varias especies de Leishmania, sin que ocu-
rra la cura espontdnea’ y por haber sido utilizado en
modelos experimentales anteriores para trabajos simila-
res'*””, es conveniente continuar con las investigacio-
nes respecto a ésta especie vegetal.

CONCLUSIONES

1. Elextracto metandlico de las flores de Tessaria integri-
folia R. et P posee mejor actividad antileishmaniési-
cain vitro que el estibogluconato de sodio sobre pro-
mastigotas de Leishmania peruviana.

2. Elanalisis fitoquimico preliminar de Tessaria integrifo-
lia R. et P revela presencia de esteroides, flavonoides
y fenoles.

3. La actividad antileishmaniasica de Tessaria integrifo-
lia R. et P puede atribuirse a los flavonoides y esteroi-
des presentes.
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