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ResumeN

Este estudio describe la evaluacion de las actividades citotoxica y leishmanicida del
aceite esencial de Matricaria chamomilla, una planta conocida como “manzanilla”
a la que se le atribuye una variedad de usos en la medicina tradicional. La acti-
vidad del aceite esencial se evalud in vitro contra amastigotes axénicos de L. (V)
braziliensis, a concentraciones menores o iguales que 250ug/ml, y amastigotes
intracelulares de L. (V) braziliensis y L. (V) panamensis, a concentraciones meno-
res o iguales que 30ug/ml. Por su parte, la actividad citotdxica se evalud contra
células mamiferas de la linea promonocitica humana U-937, a concentraciones
por debajo de 1,0 mg/ml. El aceite esencial de manzanilla mostré ser activo con-
tra amastigotes intracelulares de L. (V) panamensis y L. (V) braziliensis (CE,, de
2,87 y 10,30ug /ml, respectivamente). Aunque el aceite esencial de manzanilla
también mostré ser potencialmente toxico para las células mamiferas (CL,, de
30,21pg /ml), esta toxicidad fue similar a la mostrada por la Anfotericina B (CL,
de 31,39ug /ml). El aceite esencial de manzanilla no mostré actividad contra las
formas axénicas de L. (V) braziliensis, demostrando la importancia del metabolis-
mo del compuesto en el interior de la célula para que se produzca el metabolito
activo contra el parasito. Estos resultados aportan bases para sugerir que el aceite
esencial de manzanilla tiene potencial para el desarrollo de medicamentos contra
Leishmania, el cual debe ser validado en estudios futuros in vivo en modelos
animales.

Palabras clave: Matricaria chamomilla, actividad leishmanicida, citotoxicidad, man-
zanilla, productos naturales, L. (V) panamensis, L. (V) braziliensis.
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SUMMARY

In vitro leishmanicidal and cytotoxic activities of Matricaria
chamomilla essential oil

This study describes the evaluation of cytotoxic and leishmanicidal activities for Mat-
ricaria chamomilla essential oil. M. chamomilla is a plant commonly named “man-
zanilla” that has many uses in traditional medicine. The activity of essential oil was
evaluated in vitro against axenic amastigotes of L. (V) braziliensis at concentrations
lower than or equal to 250ug/ml and intracellular amastigotes of L. (V) braziliensis
and L. (V) panamensis at concentrations lower than or equal to 30pg/ml. On other
hand, the cytotoxic activity was assessed against mammalian cells of the promono-
cytic human cell line U937 at concentrations below 1.0mg/ml. The essential oil of
M. chamomilla showed activity against intracellular amastigotes of L. (V) panamen-
sis and L. (V) braziliensis (EC_ of 2.87 and 10.30pg/ml, respectively). Although the
essential oil of M. chamomilla also shown to be potentially toxic to mammalian cells
(LC,, of 30.21pug ml) this toxicity was similar to that shown by Amphotericin B (LC,
of 31.39ug/ml). This essential oil showed no activity against axenic forms of L. (V)
braziliensis suggesting the importance of the compound metabolism inside cells to
produce the metabolite that would be active against parasites. These results suggest
that the essential oil of M. chamomilla has potential for development of drugs anti-
Leishmania that must be validated in future studies in vivo using animal models.

Key words: Matricaria chamomilla, leishmanicidal activity, citotoxicity, chamomile,
natural products, L. (V) panamensis, L. (V) braziliensis.

INTRODUCCION

La leishmaniasis es considerada un problema de salud publica en los paises donde
la enfermedad es endémica, incluido Colombia. La enfermedad es producida por
al menos 20 especies de protozoos del género Leishmania y se manifiesta en tres
formas clinicas principales que son: la leishmaniasis cuténea, la leishmaniasis muco-
cutdnea vy la leishmaniasis visceral. L. (V) braziliensis y L. (V) panamensis son dos
de las especies mas frecuentemente aisladas en Colombia causantes de las formas
cutdnea y mucocuténea de la enfermedad (1).

Para el tratamiento de la infeccién en cualquiera de las formas clinicas se utiliza el
antimoniato de meglumina (Glucantime), una sal derivada de antimonio pentava-
lente (SbY) que, a pesar de presentar inconvenientes como toxicidad moderada,
administracion a altas dosis y esquemas prolongados, se contintia utilizando como
medicamento de primera linea. Sin embargo, la diferente sensibilidad de las especies
de Leishmania infectante y la aparicién de resistencia en el parésito a los SbY inciden,
ademds, en la respuesta clinica al tratamiento (2).
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La pentamidina y la Anfotericina B son medicamentos de segunda linea y se em-
plean en pacientes que no responden al tratamiento con antimonio pentavalente. La
pentamidina, por excretarse en forma prolongada, permite, a diferencia de los Sb,
su administracién en dias alternos, pero tiene el inconveniente de ser més toxica
y mds costosa que el SbY (3). Por su parte, la Anfotericina B es muy efectiva para
cualquiera de las formas clinicas, pero debido a su toxicidad se requiere una adminis-
tracion intrahospitalaria. Aunque existe una formulacién liposomal de Anfotericina B
menos tdxica (4), su costo es mayor, lo que dificulta su consecucién, especialmente
en paises en vias de desarrollo, donde la leishmaniasis es endémica y los gobiernos
subsidian los tratamientos, como es el caso de Colombia.

La necesidad de encontrar medicamentos que superen las desventajas que ofrecen
los que estén disponibles en el mercado sustenta la busqueda y el desarrollo de
nuevos compuestos para el tratamiento de la enfermedad. Los productos naturales
o compuestos derivados de ellos proporcionan una fuente valiosa de medicamentos
gracias al contenido de numerosas moléculas con una variedad de actividades farma-
coldgicas (5). La inmensa diversidad quimica y el amplio rango de actividades biolé-
gicas de las plantas han permitido el desarrollo de miles de drogas farmacologicas.
Es asi como en los ultimos 25 afios, de 1010 nuevas sustancias aprobadas para el
manejo clinico de diferentes enfermedades, 490 (48,5%) son de origen natural (6).

Miembros de la familia Asteraceae, los cuales han demostrado diferentes actividades
bioldgicas, han sido utilizados para propésitos medicinales por diferentes comuni-
dades en el mundo. Matricaria chamomilla (Asteraceae), conocida popularmente
como “manzanilla”, ha sido utilizada como planta medicinal desde hace siglos por sus
propiedades relajantes, sedantes, antiespasmoliticas, antiinflamatorias, cicatrizantes,
digestivas, entre otras (7 y 8). La planta ha demostrado, ademés, actividad antimi-
crobiana in vitro contra Pseudomona auriginosa, Candida albicans y Staphylococcus
aureus (9). El extracto crudo hidroalcohélico de M. chamomilla es capaz de inhibir el
crecimiento in vitro de promastigotes y amastigotes axénicos de L. (L) amazonensis
en 98,1 y 92,7%, respectivamente (10). Las generalidades de M. chamomilla se
resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de Matricaria chamomilla (manzanilla).

Nombre cientifico V. chamomilla, M. recutita

Familia Astereaceae (alt. Compositae).
., (=) Chamomilla recutita (L.) Rauschert
Sindnimos o )
(=) Matricaria recutita L.
Nombres Camomila azul, camomila comtn, camomila alemana, camomila htingara,
comunes matricaria, camomila perfumada, falsa camomila dulce, camomila salvaje,

camomila, manzanilla.
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Es nativa de Europa y Asia occidental. Actualmente es de amplia distribucion

Distribucion .
mundial.
Planta herbécea, de tallo cilindrico, erguido, ramificado, de hasta 50 cm
de altura. La manzanilla, en realidad, son dos plantas: manzanilla romana
(Anthemus nobilis) y manzanilla alemana (Matricaria recutita). La manzanilla
Lo romana es una planta perenne y de bajo crecimiento, con una fragancia
Caracteristicas : . : .
botanicas ||geram_ente més fuerte que la manzanlll'a alemana. Ambas tienen, como la
margarita, flores que aparecen hacia el final de la primavera y perduran hasta
finales del verano. El tallo ramificado es algo erecto, redondo y hueco, y crece
hasta cerca de 20 pulgadas. Las hojas son finamente divididas. Toda la planta
tiene olor a pifia 0 manzana.
. Como antiséptico, cicatrizante, antiinflamatorio, digestivo, diurético, analgésico,
Propiedades i " ; ) o>
medicinales espectorante; se utiliza para el tratamiento de eccemas, neuralgias, gastritis y

para el lavado de Ulceras y heridas.

Parte utilizada

Capitulos florales.

Componentes

o-bisabolol, colina, &cido galacturénico, glucosa, dcido 2,4-dihidroxibenzoico,
acido 2,5-dihidroxibenzoico, dcido 3,4-dihidroxicindmico, 3-careno, dcido
3-hidroxi-2-metilideno-butirico-angelato, &cido 4-hidroxi-3-metoxi-benzoico,
acido 4-metoxibenzoico, 6-3-dimetoxiquercetina, 6,7-dimetoxiquercetina,
6-hidroxi-luteolina-7-glucésido, 6-metoxikempferol, a-bisabololéxido a, o
bisabololéxido b, ar-bisabololoxido ¢, cr-bisabolonedxido-a, o-muuroleno,
apigenina glucosidos, dcido ascorbico, axillarina, azuleno, betacariofileno,
[-damascenona, bisabolena, borneol, bornil acetato, dcido cafeico, calameno,
acido céprico, 4cido caprilico, taninos, camazuleno, ésteres de camomila,
camomilol, dcido clorogénico, crisoeriol, crisoeriol-7-glucésido, crisosplenal,
crisosplentin, cis-cariofileno, cis-en-in-dicicloéter, épsilon-1-(2,6-dimetilfenil)-
2-buten-1-ona, etil-benzoato, etil-decanoato, etil-palmitato, etil-fenil acetato,
eupaletin, farneseno, farnesol, furfural, galactosa, acido galico, dcido gentisico,
geraniol, herniarina, hiperésido, 4cido isoferulico, isorhamnetina, isorhamnetina-
7-glucésido, jaceidina, kemferol, &cido linoleico, luteolina, luteolina glucdsidos,
matricarina, matricina, niacina, dcido O-coumarico, &cido P-coumarico, 4cido
palmitico, patuletina, dcido péctico, perilil-alcohol, poliacetileno, quercetagetina
3,5, 6,7, 3' 4-hexametileter, quercetagetina-3,6,7,3',4"-pentametiléter,
quercetagetina, tetrametiléter, quercetin, quercetin-3-galactdsido, quercetin-
7-glucésido, quercetrin, quercimeritrina, dcido salicilico, tiamina, trans-en-in-
dicicloéter,triacontano, xantoxilina, xilosa.

Adaptado de ISHS, Acta Horticulturae 749, | International Symposium on Chamomile Research, Develop-
ment and Production, 2007 y www.rain-tree.com/chamomile.htm.

El aceite esencial de manzanilla es un ingrediente popular en tépicos de salud y
de belleza por sus efectos calmante y antiinflamatorio sobre la piel (11). Debido al
amplio uso del aceite esencial de manzanilla, en el presente estudio se evaluo el po-
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tencial citotoxico y contra Leishmania de este aceite. La actividad contra Leishmania
se determind in vitro contra amastigotes axénicos de L. (V) braziliensis y contra amas-
tigotes intracelulares de L. (V) braziliensis y L. (V) panamensis. La actividad citotoxica
se evalud en células promonociticas humanas U-937.

MeTopoLoGiA

Aceite esencial de M. chamomilla

El aceite esencial de manzanilla se adquirié de Essential Wholesale (Clackamas, OR,
USA). Para las evaluaciones de citotoxicidad y actividad contra Leishmania, el aceite
esencial se solubilizé en Polivinilpirrolidona (PVP). Las diluciones del aceite solubiliza-
do se hicieron en el medio de cultivo a emplear en los respectivos ensayos, es decir,
RPMI 1640 o medio de Schneider, seguin el caso.

Evaluacion in vitro de la citotoxicidad

La actividad citotoxica del aceite esencial de manzanilla se evalu6 sobre la linea ce-
lular promonocitica humana U-937 (ATCC CRL 1593.2) siguiendo la metodologia
descrita previamente por Weniger y col, 2001 (12). Para ello, las células se cultivaron
a una concentracion de 100.000 células/ml en medio RPMI 1640 con 10% de suero
bovino fetal (SBF), en platos de 96 pozos para cultivo celular. Se realizaron seis dilu-
ciones dobles seriadas del aceite esencial de manzanilla a partir de 1,0 mg/ml. De la
misma manera, se hicieron diluciones de Anfotericina B a partir de 0.1 mg/ml. Este
medicamento se usé como control de toxicidad. También se utilizaron células culti-
vadas en ausencia de los compuestos, pero mantenidas en las mismas condiciones,
como control negativo del ensayo.

Las células en presencia de las diluciones de cada compuesto se incubaron a 37°C
con 5% de CO, durante 72 horas. Luego de las 72 horas de incubacion, el efecto
de los compuestos se determiné midiendo la actividad de la deshidrogenasa mito-
condrial, adicionando 10ul/pozo de MTT (bromuro de 3-(5,4 dimetil tizol-2-1) -2-5
difenil tretrazolium) e incubando a 37°C durante 3 horas. Después de este tiempo
se adicionaron 100ul/pozo de una soluciéon al 50% de isopropanol y 10% de SDS,
para solubilizar los cristales de Formazan. La produccién de Formazan se midié a 570
nm en un lector de microplatos, 30 minutos después de la adicién de la solucion
isopropanol-SDS.

Cada concentracién del compuesto (los medicamentos), asi como del control sin
compuesto se evaluo por triplicado en tres experimentos diferentes. Los resultados
se expresaron como la Concentracion letal 50 (CL, ), que correspondid a la concen-
tracion a la cual ocurrié el 50% de muerte celular. La CL,, se calculd por el analisis
Probit, un método paramétrico de regresion lineal que permite el andlisis de la rela-
cion dosis-respuesta (13).
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Evaluacion in vitro de la actividad contra Leishmania

El efecto del aceite esencial de manzanilla se evalud sobre amastigotes axénicos de
L. (V) braziliensis y sobre amastigotes intracelulares de L. (V) panamensis y L. (V)
braziliensis.

Amastigotes axénicos. La actividad leishmanicida se evalud en amastigotes axénicos de
L. (V) braziliensis (M/HOM/87/UA301) mediante el método MTT. Los amastigotes
axénicos se cultivaron a una concentracion de 1.000.000 parésitos/ml en medio
Schneider pH 5.4 con 20% de SBF, en platos de 96 pozos para cultivo celular. Se
realizaron seis diluciones dobles seriadas del aceite esencial de manzanilla, a partir
de 250ug/ml. De la misma manera, se hicieron diluciones de Anfotericina B a partir
de una concentracion de 0,25ug/ml, medicamento que se utilizé como control de
efectividad en el ensayo. Pardsitos cultivados en ausencia de los compuestos, pero
mantenidos en las mismas condiciones, fueron utilizados como control negativo del
ensayo.

Los pardsitos cultivados en presencia de las diluciones del aceite esencial y de la An-
fotericina B se incubaron a 32°C con 5% de CO, durante 72 horas. Luego de las 72
horas de incubacion, el efecto de los compuestos se determind midiendo la actividad
de la deshidrogenasa mitocondrial, adicionando 20ul/pozo de MTT e incubando a
32°C durante 4 horas. Después de este tiempo, se adicionaron 100ul/pozo de una
solucién al 50% de isopropanol y 10% de SDS, y la produccion de Formazén se
midié a 570 nm en un lector de microplatos, 30 minutos después de la adicién de
la solucion isopropanol-SDS.

Cada concentracion del compuesto (los medicamentos), asi como el blanco, se
evalué al menos por duplicado en tres experimentos diferentes. Los resultados se
expresaron como la Concentracion Efectiva 50 (CE, ), que corresponde a la concen-
tracién a la cual ocurre el 50% de muerte de los parésitos. La CE, se calculo por el
analisis Probit, como se describié previamente.

Sobre amastigotes intracelulares. La efectividad del aceite esencial de manzanilla se
evaludé sobre amastigotes intracelulares de L. (V) braziliensis (MHOM/CO/87/UA/
UA301) por andlisis al microscopio de placas tefiidas con Giemsa y amastigotes
intracelulares de L. (V) panamensis (M/HOM/88/UA140pirGFP), por citometria de
flujo. Puesto que en las infecciones in vitro los indices de infeccién son dependientes
de la proporcion parésito:célula empleada, para cada una de estas especies de Leish-
mania se determin¢ la Concentracion Infectiva 50 (Cl, ), al infectar 1x10° células/ml
con diferentes proporciones de pardsito:célula (1:1, 5:1, 10:1, 20:1, 40:1 y 80:1).
La Cl., que corresponde a la proporcién de parasitos con la cual ocurre el 50% de
infecciéon de las células fue calculada por el andlisis Probit (13).

Para L. (V) braziliensis se sigui6 el protocolo descrito por Robledo y col (1999) (14)
con algunas modificaciones. Se prepararon células U-937 a una concentraciéon de
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1x10° células/ml de medio RPMI 1640 y 100ng/ml de Forbol 12-miristato 13-ace-
tato (PMA). En cada pozo de una placa para cultivo celular de 24 pozos se dispensé
1 ml de células y se incubaron a 37°C con 5% CO,. Luego de 48 horas de incuba-
cion, las células adheridas se infectaron con promastigotes en fase estacionaria de
crecimiento (sexto dia de crecimiento), en una proporcién de 25 pardsitos por cada
célula, que corresponde a la Cl ; calculada previamente para esta cepa de L. (V)
braziliensis.

Las células en contacto con los pardsitos se incubaron durante 2 horas a 34°C
con 5% de CO,. Después de este tiempo, se realizaron dos lavados con solucion
tampon de fosfatos (PBS) para eliminar los parésitos libres, se adicioné un medio
nuevo y se incubaron nuevamente durante 24 horas. Luego se reemplazé el medio
por uno més fresco que contenia las diferentes concentraciones del aceite esen-
cial de manzanilla. Las células infectadas se expusieron a cada concentracion del
aceite durante 72 horas y se lavaron tres veces con PBS. Para la tincién, las células
se dejaron secar a temperatura ambiente, se fijaron con metanol y se colorearon
con Giemsa. Después de lavar con agua destilada, los pozos se dejaron secar y las
ldminas adheridas al fondo se desprendieron y se depositaron en una ldmina por-
taobjetos para proceder con la lectura al microscopio. Se contaron al menos 100 cé-
lulas (infectadas y no infectadas), registrando el nimero de amastigotes contenidos
en cada una de las infectadas. Como control de infeccién del ensayo, se utilizaron
células infectadas y cultivadas en ausencia de los compuestos, pero mantenidas en
las mismas condiciones. Los resultados se expresaron como la CE, calculada por el
anélisis Probit (13).

Para la evaluacion con L. (V) panamensis se prepararon células U-937 a una concen-
tracion de 3x10° células/ml de medio RPMI 1640 y 100 ng/ml de Forbol-12-miris-
tato Acetato (PMA). En cada pozo de una placa para cultivo celular de 24 pozos se
dispensé 1 ml de la suspension de células y se incubaron a 37°C con 5% CO,. Luego
de 48 horas de incubacion, las células adheridas se infectaron con promastigotes en
fase estacionaria de crecimiento (cosechados al quinto dia de crecimiento), en una
proporcion de 15 parésitos por cada célula, que corresponde a la Cl_, determinada
previamente para las infecciones con esta cepa de L. (V) panamensis.

Las células con los parésitos se incubaron durante 2 horas con 5% de CO, a 34°C.
Luego de dos lavados con PBS para eliminar los parasitos libres, se adicion6 un
medio nuevo y las células se incubaron de nuevo. Después de 24 horas de in-
cubacidn, se reemplazéd el medio por uno maés fresco que contenia las diferentes
concentraciones del aceite esencial de manzanilla. Células infectadas y cultivadas
en ausencia de compuestos sirvieron como control de infecciéon. Las infectadas
se expusieron a cada concentracién del aceite durante 72 horas; posteriormente,
se removieron cuidadosamente del fondo del plato utilizando el émbolo de una
jeringa y se analizaron por citometria de flujo. Las células se tifieron con 5pl de
anticuerpo anti-CD33 (un antigeno de membrana especifico para la linea monociti-
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ca/mieloide (15) marcado con ficoeritrina (PE). El porcentaje de células infectadas
(eventos CD33+, GFP+) y la carga parasitaria se analizo por citometria de flujo en
10.000 eventos. Los datos se procesaron con el programa WinMDI (Joe Trotter,
Purdue University, USA). La CE,, se calculé segun la reduccion de la carga parasi-
taria, al dividir la intensidad de fluorescencia (IF) obtenida con el aceite esencial
por la IF obtenida en ausencia de compuestos. La Anfotericina B se utiliz6 como
medicamento de control de efectividad para ambos ensayos. Cada concentracion
del aceite esencial y del medicamento, asi como el control sin medicamento, se
evalud por triplicado en dos experimentos diferentes. Los resultados se expresaron
como la CE, calculada por el andlisis Probit, como se describi¢ previamente. El in-
dice de selectividad (IS) se calculé dividiendo la actividad citotdxica por la actividad
leishmanicida (IS = CL, / CE, ).

ResuLtADOS Y DISCUSION

En este estudio se demuestra que el aceite esencial de M. chamomilla (manzanilla)
tiene actividad in vitro contra L. (V) braziliensis y L. (V) panamensis, las dos espe-
cies mas prevalentes responsables de la leishmaniasis cutdnea y mucocutédnea en
Colombia. Las actividades leishmanicidas y citotoxicas se establecieron seglin rangos
de concentraciones previamente establecidos en nuestro laboratorio (Tabla 2). La
evaluacion de la actividad del aceite esencial de manzanilla sobre estas especies de
Leishmania permitié demostrar que el compuesto es muy activo contra amastigotes
intracelulares, tanto de L. (V) panamensis, como de L. (V) braziliensis, siendo L. (V)
panamensis ligeramente mds sensible que L. (V) braziliensis al aceite esencial de
manzanilla, pero también a la Anfotericina B (Tabla 3). Si bien las diferencias pueden
explicarse mediante el método de evaluacion de la sensibilidad utilizado, es decir,
citometria de flujo y microscopia, siendo la citometria de flujo un método automati-
zado y la microscopia un método de evaluacion que estd sujeto a la experiencia del
evaluador, consideramos que las diferencias en sensibilidad se debe a diferencias
inherentes al parasito, ya que cuando existen diferencias en sensibilidades in vitro
éstas se han observado previamente aun entre cepas de una misma especie de
Leishmania (14). Si tenemos en cuenta que un compuesto es muy activo cuando
presenta CE,  cercanas o inferiores a 10ug/ml, las CE,  observadas de 2,87 y 10,30
ug/ml para L. (V) panamensis y L. (V) braziliensis, respectivamente, sugieren que el
aceite esencial es muy activo contra estas especies de Leishmania. Esta mayor sen-
sibilidad no es significativa, toda vez que la actividad se conserva en el mismo rango
de sensibilidad esperado para compuestos activos (0-10ug/ml) (Tabla 2). Dada
la cantidad de componentes constituyentes del aceite esencial de M. chamomilla
(Tabla 1), cada uno de ellos con propiedades bioldgicas distintas, se hace necesario
realizar estudios de actividad contra Leishmania con los componentes aislados para
poder atribuir esta actividad a un componente en particular.
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Tabla 2. Clasificacion de la citotoxicidad y actividad leishmanicida para extractos y fracciones derivados de
plantas y productos naturales’.

CL,, (ug/ml) CE,, (pg/ml) IS
<10: muy téxico <10: muy activo <10: selectivo para
>10 y <100: toxico >10 y <50: activo células (toxico)

>100 y <1000: medianamente toxico >50 y <100: medianamente activo >10: selectivo para

>1000: potencialmente no toxico >100: potencialmente no activo pardsitos (activo)

¢Criterios definidos por el Programa de Estudio y Control de Enfermedades Tropicales, PECET, con base en
las investigaciones realizadas desde 1992.

Resultados contrarios se obtuvieron cuando se evalu¢ la actividad del aceite esencial
en la forma axénica de amastigotes de L. (V) braziliensis. En esta evaluaciéon se en-
contré que el aceite esencial de manzanilla no es activo contra la forma axénica de
amastigotes de L. (V) braziliensis con una CE, de 230,24 pg/ml (Tabla 3). El hecho
que el aceite esencial tenga actividad contra la forma intracelular, pero no contra la
extracelular del parésito, sugiere que el compuesto, al ser liposoluble, sea internaliza-
do por la célula y metabolizado por la misma, y que probablemente son los produc-
tos derivados de este metabolismo intracelular los responsables de la actividad del
aceite esencial, haciéndolo més efectivo sobre la forma intracelular del parésito que
sobre la axénica. Esta situacién se observa en medicamentos como los antimoniales
pentavalentes, los cuales son reducidos a antimoniales trivalentes en el interior del
macréfago para que puedan ejercer su efecto leishmanicida (16 y 17). Sin embargo,
debido a que no se dispone de informacién acerca del metabolismo celular de los
distintos componentes del aceite esencial de M. chamomilla, es necesario realizar
estudios futuros con el fin de determinar lo que sucede con el aceite luego de su
ingreso en la célula.

Tabla 3. Efecto del aceite esencial de manzanilla en el crecimiento vy viabilidad de L. (V) braziliensis y L.
(V) panamensis.

CL,, (pg/ml)* CE ,, (pg/ml)’
Compuesto U937 Amastigote Amastigotes intracelulares
axénico L. (V) braziliensis L. (V) panamensis
AEMC 30,21 + 1,55 230,24 + 6,97 10,30 + 3,37 2,87 +0.08
AB 31,39+7,58 1,77 +1]13 0,11 +0,06 0,03 +0.01

¢ Los datos representan el valor promedio mas la desviacion estandar (X + DS) de evaluaciones en tres
experimentos independientes. CL, : Concentracion Letal 50; CE, : Concentracion Efectiva 50; AEMC: Aceite
Esencial de M. chamomilla; AB: Anfotericina B.
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El aceite esencial de manzanilla, por su parte, tuvo una actividad citotoxica similar a la
mostrada por la Anfotericina B (CL,, de 30,21y 31,39 pg/ml para el aceite esencial y
la Anfotericina B, respectivamente). Teniendo en cuenta que CL,  inferiores a 100ug/
ml se consideran como potencial téxico (Tabla 2), la CL, obtenida para el aceite de
manzanilla sugiere que este compuesto, al igual que la Anfotericina B, es tdxico para
las células. La toxicidad mostrada por el aceite esencial de manzanilla posiblemente
se debe a la presencia de fenoles, aldehidos y alcoholes como compuestos constitu-
yentes importantes que pueden alterar la estructura celular (18 y 19).

El indice de selectividad (IS) del aceite esencial de manzanilla fue de 2,93 y 10,52
sobre amastigotes intracelulares de L. (V) braziliensis y L (V) panamensis, respecti-
vamente, mientras que el indice de selectividad para amastigotes axénicos de L. (V)
braziliensis fue menor a 1,0 (IS=0,14). (Tabla 4). El indice de selectividad observado
para el aceite esencial de manzanilla indica que la actividad contra Leishmania del
aceite sobre ambas especies es mayor que la actividad citotéxica observada sobre cé-
lulas U937. Si tenemos en cuenta que un IS > 10 es indicativo de actividad selectiva
sobre el agente infeccioso (Tabla 2), nuestros resultados sugieren entonces que el
aceite esencial de manzanilla tiene potencial como compuesto leishmanicida. Aun-
que el aceite esencial mostrd ser potencialmente toxico para las células mamiferas
con una CL_, de 30,21 pg/ml, la buena actividad contra Leishmania mostrada contra
la forma intracelular del pardsito sugiere que el compuesto tiene potencial como
molécula candidata a medicamento. Sin embargo, este potencial debe ser validado
en estudios in vivo, ya que existen mecanismos que pueden disminuir considerable-
mente la toxicidad del compuesto, como la manipulacién de las moléculas activas, ya
sea con liposomas o polimeros que permitan la reducciéon de la toxicidad celular. Un
ejemplo de esto es la férmula liposomal de la Anfotericina B, que por estar recubierta
por una monocapa de naturaleza lipidica no sélo facilita la entrada del medicamento
en la célula, sino que evita el dafio que produciria la anfotericina libre al unirse a la
membrana celular (20).

Tabla 4. Selectividad de la actividad del aceite esencial de manzanilla por Leishmania versus célula mami-

fera.
Amastigote axénico Amastigote intracelular
Compuesto — — ;
L. (V) braziliensis L. (V) braziliensis L. (V) panamensis
AEMC 0,14 2,93 10,52
AB 20,31 2853 1212,0

El indice de Selectividad (IS) se calculd al comparar la toxicidad (CL,,) con la actividad contra Leishmania
(CE,,), con la siguiente formula: IS=CL, /CE, . AEMC: Aceite Esencial de M. chamomilla; AB: Anfotericina B.

En conclusion, los resultados del presente estudio aportan bases para sugerir que el
aceite esencial de manzanilla posee potencial para el desarrollo de medicamentos
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contra Leishmania, el cual debe ser validado en estudios futuros in vivo con modelos
animales. Estos resultados también sustentan el potencial de la medicina tradicio-
nal basada en plantas y otros productos naturales como fuente importante para el
descubrimiento de nuevos farmacos que puedan utilizarse para el tratamiento de la
leishmaniasis.
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