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RESUMEN

Especies del género Piper son reportadas como promisorias para el tratamiento de
enfermedades tropicales. Este estudio evaltia la actividad citotdxica y leishmanicida
de extractos y fracciones de diferente polaridad obtenidas de las especies vegetales
Piper cumanense (P cumanense) y Piper holtonii (P. holtonii); se emplearon macré-
fagos murinos J774 y promastigotes de Leishmania panamensis MHOM/CO/87/

UA140. La fraccién hexdnica (PcH) presentd un efecto leishmanicida con una selec-
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tividad de 2 en los modelos i vitro empleados. Esta selectividad permite sugerir una

potencial actividad antileishmanial, que amerita seguir siendo explorada.

Palabras clave: antileishmaniales, Leishmania panamensis, ensayos in vitro, Pipera-

ceac.

SUMMARY

Evaluation of the cytotoxic and leishmanicidal activity of extracts
and fractions of Piper cumanense and Piper holtonii

Piper genus’ species are reported as promissory as tropical diseases treatment. This
research showed the cytotoxic and leishmanicidal activity of extracts and fractions of
different polarity derived from Piper cumanense (P. cumanense) and Piper holtonii (P
holtoni) on murine macrophages J774 and L. panamensis promastigotes (MHOM/
CO/87/UA140). Hexanic fraction (PcH) exhibited leishmanicidal effect with
2-fold index selectivity in this #7 vitro model used. These results suggest a potential

antileishmanial activity which should be more studied.

Key words: antileishmanial, Leishmania panamensis, in vitro assays, Piperaceae.

INTRODUCCION

La leishmaniosis es un grupo de enfermedades parasitarias, endémicas en 88 paises (1),
que afecta a mis de doce millones de personas en el mundo; se considera que 350 millo-
nes de personas estan en riesgo de contraerlay cada ano en el mundo se reportan cercade
dos millones de nuevos casos de infecciones (2). En Colombia se manifiesta de manera
endémica: entre 2003 y 2004 se reportaron 10.000 casos/afio; en el 2005 estuvo cerca
de los 18.000 (3), y durante el 2009 se reportaron 12.727 casos, de los cuales el 98,8%
correspondicron aleishmaniosis cutdnea (4). Un estudio realizado en Colombia mostré
que Leishmania panamensis y L. braziliensis son los agentes etioldgicos asociados con
leishmaniosis mas ampliamente distribuidos; no obstante, L. panamensis predomina y
se aislé del 82,4% de los pacientes que participaron en el estudio (5). Ademds, existe
un incremento en el nimero de reportes donde se ha identificado una reduccién en los
niveles de eficacia de las sales antimoniales pentavalentes; medicamentos usualmente
empleados para el tratamiento de la enfermedad, asociado a fenémenos de resistencia
(6), alo que se suma la carencia de alternativas terapéuticas, ocasionando la necesidad
de incrementar las dosis y el tiempo en los esquemas de tratamiento para los pacientes,
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aumentando de este modo la incidencia de los efectos adversos conocidos para estas
formulaciones (7). Todo esto, sumado a la carencia de una vacuna, hace imperativa la
busqueda de nuevas alternativas terapéuticas.

Especies pertenecientes a la familia Piperaceae son importantes como fuente de sus-
tancias con actividad farmacoldgica; plantas de esta familia se registran como especies
usadas en medicina tradicional latinoamericana para el tratamiento de leishmaniosis,
malaria y otras enfermedades tropicales (8-10). El género Piper reconocido por su
diversidad quimica (11) se distribuye en regiones tropicales y subtropicales del mundo
siendo reconocido por su interés comercial, econémico y medicinal. Ademas de su dis-
tribucién geogréfica, sustancias aisladas de diversas especies del género Piper como P
regnelliivar. pallescens (12), P heterophyllum (13), P. aduncum (13), P. glabratum (14),
P, acutifolium (14), P rusbyi (15) y P. elongatum (16) han demostrado actividad leis-
hmanicida en ensayos iz vitro. Estudios més detallados, reportan que el extracto etand-
lico de hojas de P, betle presenta una actividad leishmanicida, a través de la inducciéon
de apoptosis en promastigotes y amastigotes de L. donovani (17).

Basados en lo anterior, se sugiere la posibilidad de encontrar sustancias bioactivas frente
a parasitos de Leishmania spp., en extractos de especias colombianas del género Piper.
En este trabajo se determind la actividad citotdxica y el efecto leishmanicida iz vitro de
extractos y fracciones de P. cumanense'y P. holtonii, empleando macréfagos murinos y
promastigotes de L. panamensis, a modo de tamizaje para elucidar su potencial anti-
leishmanial.

METODOLOGIA

Cultivos celulares

La linea celular de macréfagos J774 se cultivé en cajas de 25 em? (Zechno Plastic Pro-
ducts AG, Suiza) estériles en medio RPMI-1640 (Gibco BRL-Life Technologies Inc.,
Grand Island, Ny, Us4), suplementado con 5% de suero fetal bovino SFB (Microgen,
Ltda., Bogotd, Colombia), en una incubadora de CO, (5%)a37°C.

Una cepa de promastigotes de L. panamensis MHOM/CO/87/UA140 se mantuvo en
cajas de cultivo de 25 cm? (Zechno Plastic Products AG, Suiza) estériles en medio RPMI-
1640 (Gibco BRL-Life Technologies Inc., Grand Island, Ny, us4), suplementado con 5%
de suero fetal bovino SFB (Microgen, Ltda., Bogotd, Colombia) y 1% de L-glutamina
(Gibco BRL-Life Technologies Inc., Grand Island, NY, Us4) a 26 °C en condiciones de

humedad y gasificacién ambientales.
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Extractos y compuestos derivados de P. cumanense y P. holtonii

El material vegetal de P. cumanense se colecté en el municipio de Zapatoca, Santan-
der- Colombia. La identificacién taxondmica la realizé el bidlogo Ricardo Callejas y
un ¢jemplar se deposité en el Herbario Nacional Colombiano con el nimero COL
468660. Por otra parte, el material vegetal de P holtonii se colectd en el municipio de
La Mesa, Cundinamarca, Colombia.

El material colectado de Piper, una vez seco y molido, se sometié a extraccion con eta-
nol por percolacién. El extracto etanélico obtenido después de retirar el solvente, se
fraccion6 por filtracién sobre silica gel con solventes de polaridad creciente en el caso
de P cumanense y por particion liquido-liquido para P holtonii. Se obtuvieron para
P cumanense las fracciones PcH (hexano - 71 g), PeD (diclorometano - 105 g), PcM
(metanol - 69 g), PcB (butanol - 16,2 g) y por la fraccién acuosa PcA (agua - 45 g). Para
P, holtonii se obtuvieron las fracciones PhH (18,4), PhD (12,58), PhM (1,75), PhB
(10,45) y PhA (38,29).

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron utilizando concentraciones de 1 x 10 célu-
las/pozo y se dispusieron en una caja de 96 pozos de fondo plano (Zechno Plastic Pro-
ducts AG, Suiza); se incubaron durante toda la noche (12 a 15 h) para permitir una
optima adhesion. Con el fin de evaluar la susceptibilidad de los macréfagos J774, a los
extractos y compuestos se utilizaron ocho concentraciones de cada una. Las concentra-
ciones finales resultantes en cada pozo fueron las siguientes: 2.000; 1.000; 500; 250,
125, 62,55 31,25 y 15,625 pg/mL de cada sustancia. Los ensayos se incubaron por 72
h, periodo después del cual el sobrenadante de cultivo de cada pozo se cambié por medio
fresco, y posteriormente se ajustd hasta 44 uM de resazurina (18). Luego de 4 h se evalud
la reduccién de resazurina a resorufina (compuesto fluorescente), en un equipo Zecan
GENios Microplate Reader (Tecan, Austria), bajo una longitud de onda de excitacién de
535 nm y emision de 590 nm, por medio del software Magellan4 (Tecan, Austria).

Ensayos de actividad leishmanicida sobre promastigotes

A partir de un cultivo celular de promastigotes de L. panamensis (cepa MHOM/
CO/87/UA140), 2 x 10° parasitos se sembraron en cada pozo de una caja de 96
pozos fondo plano, a la cual previamente se le adicionaron las ocho concentraciones
de los extractos y compuestos a evaluar. Los ensayos se incubaron por 72 h, pasado este
tiempo a cada pozo se agregd 50 uL de RPMI con resazurina a 220 uM, para un volu-
men final de 250 pL con resazurina a 44 pM. 36 horas después se evalud la reduccién
de resazurina a resorufina, e igual que en los ensayos de citotoxicidad la lectura de la
emisién espectrofluorométrica se realizé en el equipo Tecan GENios Microplate Reader

el programa Magellan4.
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Tanto en los ensayos de citotoxicidad, como en los de actividad leishmanicida, se
utilizaron células (macréfagos o parésitos, respectivamente) expuestas unicamente a
medio como control negativo y a diferentes concentraciones de isetionato de penta-
midina como farmaco leishmanicida de referencia.

El andlisis estadistico de los datos se normalizé con respecto a los pozos que contenian
células sin tratamiento para determinar el porcentaje de supervivencia. Las concentracio-
nes inhibitorias 50 (concentracion letal 50 [CL, ] sobre macréfagos y la concentracion
efectiva 50 [CE,]) se calcularon grificamente utilizando el software GraphPad Prism
v5.0 (GraphPad Software, Us4) a través de un modelo de pendiente variable de regre-
sion no lineal. P < 0,05 se considerd significativo. La CL, y la CE_ se utilizaron para
calcular el indice de selectividad (1), el cual representa una significancia para definir la
especificidad del efecto. En este caso, se esperaria que las concentraciones a las cuales los
parésitos se vean afectados, es al menos dos veces menor que la concentracién a la cual
los macréfagos (como células hospederas) se les cause mortalidad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con la excepcién de PcA, las sustancias evaluadas mostraron una actividad citotdxica
frente a los macréfagos J774; sin embargo, en los ensayos de actividad leishmanicida
sobre promastigotes, las fracciones PcB, PcD junto con PcA no lograron inhibir el 50%
de la poblacién de parésitos en el rango de concentraciones utilizadas para los ensayos

(tabla 1).

El extracto etandlico y las fracciones aisladas de P, holtonii, en el esquema empleado en
este estudio, sugieren una ausencia de selectividad en su efecto inhibitorio y en ocasio-
nes, como en el extracto y la fraccién H, los parésitos se mostraron menos susceptibles
que las J774. Por otro lado, aunque el extracto etanélico de P cumanensi PcEtOH tam-
poco reflejé una actividad antileishmanial selectiva, interesantemente la fraccién PcH
presentd un efecto leishmanicida con una selectividad de 2, lo cual permite contemplar
la idea que en el extracto haya presencia de compuestos antagonistas o citotdxi-
cos, que luego del fraccionamiento con hexano son separados; lo anterior teniendo
en cuenta que para que la fraccién PcH requirié de una concentraciéon dos veces
mayor para evidenciar el mismo efecto citotdéxico que PcEtOH y de una concen-
tracién 1,5 veces menor para poder observar el mismo efecto leishmanicida que el
extracto de P cumanense.
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Tabla 1. CL, y CE, delos extractos y fracciones de P cumanensey P. holtonii sobre macrofagos J774

y promastigotes de L. panamensis.

J774 L. panamensis
Sustancia CL CE

(media pg/ mL + DE) (media pg/ mL + DE) 1
PcEtOH 299,85 +£ 78,70 382,95 + 14,21 1
PcA >2.000£0 >500+0 ~4
PcB 578,50 £ 229,53 >500+0 <1
PcD 424 +5,09 >500+0 <1
PcH 592,75 + 322,65 244,90 + 43,06 2
PcM 308,65 + 94,96 241,90 + 38,89 1
PhE:OH 133,97 £ 56,19 280,95 £ 152,95 0
PhA 397,80 + 137,60 >500+0 <1
PhB 207,10 £2,55 225,90 + 47,66 1
PhD 77,48 + 14,20 55,30 £ 0,01 1
PhH 83,55 +2,28 418,30 + 19,09 0
PhM 199,33 £27,29 311,50 £ 72,55 1
Pentamidina 9,89 £ 1,31 1,70 £0,53 6

CL,;: concentracion letal 50; CE,: concentracion efectiva 50;1s: indice de selectividad.

Sibien, la determinaci6n del valor de significancia de los indices de selectividad es arbi-
trario, y muchos grupos de investigacién lo consideran como promisorio cuando es
superior a 10, otros grupos sostienen que indices de selectividad significativos estan
representados por cualquier valor, equivalente a, por lo menos, dos veces menor a la
concentracion letal 50 (19). Ademds, es importante tener en cuenta que por tratarse
de extractos y fracciones, variables como la proporcién de los compuestos que sean
responsables de la actividad leishmanicida y la presencia de antagonistas, pueden ser
trascendentales para vislumbrar su verdadero potencial antileishmanial; por ejemplo,
la fracciéon PcH (la cual tuvo mejor actividad) estd constituida principalmente por ter-
penos y esteroides, a los cuales ya previamente se les han atribuido actividades antileis-
hamaniales (20-23) y podrian ser los responsables de la actividad observada en esta
fraccién; no obstante, sus acciones pueden estar limitadas por la presencia de antago-
nistas. Por otro lado, en la fraccién PcM (en la cual se observé una actividad leishma-
nicida a una concentracién similar a la fraccién PcH) también se lograron identificar
(por resonancia magnética nuclear) esteroides y terpenos glicosilados, junto con un

26



Actividad de Piper cumanense'y Piper holtonii

derivado del 4cido benzoico prenilado. Diversos derivados del 4cido benzoico preni-
lado se han asociado con actividades leishmanicidas importantes (13), razén por la cual
serfa necesario realizar este mismo tipo de ensayos con el compuesto aislado.

P holtonii y P. cumanense previamente habian sido evaluadas contra Plasmodium fal-
ciparum 'y P. berghei (24); no obstante, es el primer reporte de actividad leishmanicida
para estas dos especies de Piperaceaes, a esto se suma que es el primer estudio donde la
evaluacién antileishmanial de plantas del género Piper se realiza sobre parasitos de L.
panamensis, principal agente etiolégico de leishmaniosis cutdnea en Colombia.

Con base en los resultados obtenidos, se sugiere continuar con estudios de actividad
a partir de compuestos aislados de la fraccion hexdnica del extracto etanélico de P
cumanense y continuar con la evaluacion de la eficacia del compuesto sobre amastigotes
intracelulares y en modelos i vivo.
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