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RESUMEN

Introduccién: Los extractos acuosos de las hojas de Jatropha gossypifolia L. son utilizados de forma tradi-
cional en el tratamiento de la leishmaniasis. No existen informes concluyentes sobre su efectividad y su
citotoxicidad aunque en estudios recientes ha quedado avalada la utilidad de la planta en el tratamiento
de la leishmaniasis utilizando otros solventes.

Meétodo: Se determin la actividad leishmanicida y la citotoxicidad de los extractos acuosos e hidroalco-
holicos de las hojas de Jatropha gossypifolia L. utilizando el método de fluorescencia de la resazurina en
promastigotes de Leishmania amazonensis y macréfagos peritoneales de raton Balb/c respectivamente.

Resultados: Se obtuvieron unas concentraciones inhibitorias 50 de 0,28 pg/mL * 0,15 pg/mL (n=3) y
0,59 ng/mL £ 0,26 ng/mL (n=3) para el extracto acuoso e hidroalcohélico respectivamente, aunque no
se present6 actividad parasiticida a ninguna de las concentraciones evaluadas. De igual manera las con-
centraciones citotéxicas 50 obtenidas fueron de 0,91 ng/mL + 0,11 pg/mL (n=3) y 0,57 ng/mL + 0,12 pg/
ml (n=3).

Conclusiones: El extracto acuoso resulta ser mas eficaz y menos citotéxico frente a los promastigotes de
Leishmania amazonensis. Dichos resultados avalan la utilizacién topica de los extractos en su formulacién

tradicional para el tratamiento de la leishmaniosis cuténea.

Palabras clave: Citotoxicidad; Jatropha gossypifolia L.; Leishmania; Leishmaniasis.

ABSTRACT

Introduction: Aqueous extracts of the leaves of Jatropha gossypifolia L. are traditionally used in the treat-
ment of leishmaniasis. These extracts do not have conclusive reports related to their effectiveness and
their cytotoxicity although in recent studies the utility of the plant in the treatment of leishmaniasis using

other solvents has been supported.

Method: The antileishmanial activity and the cytotoxicity of the aqueous and hydroalcoholic extracts
of the leaves of Jatropha gossypifolia L. were determined using the resazurine fluorescence method. Both,
promastigotes of Leishmania amazonensis and peritoneal macrophages of Balb/c mouse were studied.

Results: The half-maximal inhibitory concentration for the aqueous and hydroalcoholic extract was 0.28
pg/mL+0.15 pg/mL (n=3) and 0.59 pg/mL £ 0.26 pg/mL (n=3) respectively, although they did not show
parasiticide activity at any of the evaluated concentrations. Similarly, the mean cytotoxic concentrations
obtained were 0.91 pg/mL £ 0.11 ng/mL (n=3) and 0.57 pg/mL * 0.12 pg/ml (n=3).

Conclusions: The aqueous extract was more effective and less cytotoxic against Leishmania amazonensis
promastigotes. The results obtained support the traditional use of the extracts by topical application in
the treatment of cutaneous leishmaniasis.

Keywords: Cytotoxicity; Jatropha gossypifolia L.; Leishmania; Leishmaniasis.
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INTRODUCCION

La leishmaniasis es una de las enfermedades de transmi-
sién vectorial mas importantes que afecta tanto al ser hu-
mano como a diferentes mamiferos. Es una enfermedad
tropical y subtropical causada por diferentes especies de
Leishmania; parasito intracelular transmitido al humano por
la picadura del insecto Lutzomya (desde Estados Unidos
hasta el norte de Argentina) o Phlebotomus (Europa, norte
de Africa, Oriente Medio, Asia y parte de Sudamérica) te-
niendo como reservorios a canes, roedores, entre otros®. La
enfermedad tiene tres formas clinicas reportadas: Leishma-
niasis visceral o Kala-Azar, Leishmaniasis cutdnea y Leish-
maniasis mucocutanea®.

En la actualidad, la primera linea de tratamiento contra
la leishmaniasis en la mayoria de los paises se basa en los
antimoniales pentavalentes en la forma de estibogluconato
sodico o antimoniato de meglumina®. Pero recientemente
en el estado de Bihar, en la India, se han reportado tasas de
curacién del 35%. Debido a intolerancia a los antimoniales
o0 a la falta de recursos para sostener los tratamientos, se ha
sugerido el potencial desarrollo de resistencia a la miltefo-
sina y a la anfotericina liposomal por parte de los parasitos
en este lugar. Asimismo, se ha reportado falla al tratamien-
to con antimoniales pentavalentes en Nepal, por lo que en
la actualidad el tratamiento de primera linea en este pais
es la anfotericina B liposomal, de manera especial contra la
forma visceral®¥4.

Una alternativa al uso de estos farmacos consiste en el uso
de las plantas medicinales. De ellas Jatropha gossypifolia L.
(J. gossypifolia L.) tiene demostrada entre sus acciones far-
macoldgicas la actividad anti-leishmanial y le han sido ais-
lados metabolitos con dicha actividad®®. Los usos tradicio-
nales de esta planta para el tratamiento de la leishmaniasis
involucran los extractos acuosos de las hojas, sin que por
el momento existan estudios profundos?. Por lo que este
estudio se propone determinar la eficacia de los extractos
acuosos e hidroalcohélicos de las hojas de J. gossypifolia L.
frente a los promastigotes de Leishmania amazonensis y su
seguridad sobre los macréfagos peritoneales de ratones
BALB/c.

METODOS
Preparacion de la muestra vegetal

Las hojas de J. gossypifolia L. se recolectaron en horas de la
tarde del 29 de enero del 2019 en las cercanias de la Univer-
sidad Central “Marta Abreu” de Las Villas (UCLV), Santa
Clara, Cuba.
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El material recolectado se trasladé en bolsas de nylon negro
al Laboratorio de Quimica Farmacéutica de la mencionada
institucién. Previo a su procesamiento se realizé la compro-
bacion botédnica del mismo en el Centro de Estudios del Jar-
din Botéanico de la UCLV.

Preparacién de los extractos

Fueron preparados dos extractos: extracto crudo acuoso y
extracto crudo hidroalcohdlico. El extracto crudo acuoso
fue preparado por reflujo de 30 g de materia vegetal seca 'y
molida en agua destilada; relacion 1 g de material vegetal
por cada 10 mL de solvente durante 2 h. El extracto crudo
hidroalcohélico se obtuvo por el mismo método: reflujo de
40 g de materia vegetal seca y molida en solucién hidroal-
coholica al 70 %, en igual relacién que el extracto acuoso y
durante mismo tiempo. Tanto el extracto acuoso como el
hidroalcohélico fueron filtrados y rotoevaporados hasta

agotamiento de los solventes.

Actividad in vitro frente a promastigotes de Leishma-

nia amazonensis.

Las concentraciones de producto que inhibieron el creci-
miento de los promastigotes al 50% con respecto al control
no tratado (Concentracién inhibitoria 50 o CI, ) y la con-
centracién minima de producto que caus6 total inhibicién
del crecimiento de los promastigotes (Concentracion para-
siticida minima, CPM) fueron usadas como indices de la
actividad in vitro frente a los promastigotes. Se sigui6 el
procedimiento descrito por Bodley y Shapiro®.

Para este estudio se utilizaron placas de 96 pocillos. Co-
lumna 1: 200 pL de medio de cultivo Schneider (Sigma
59895-1L). Columna 2: 2 uL de furvina (Centro de Bioacti-
vos Quimicos, Santa Clara, Cuba)® + 198 pL de medio, se
homogenizé y deseché 80 pL. Columna 3: 2 pL del extracto
disuelto en dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EE.UU) + 198 pL de medio, se homogenizé. Co-
lumna 4-10: 120 uL. de medio. Se realizaron diluciones seria-
das desde 3-10 a razén 1/2,5 (80 uL) y se desech6 los 80 pL
finales. Evaluandose los productos a 120; 48; 19,2; 7,68; 3,07;
1,23; 0,49 y 0,19 pg/mL respectivamente. Columna 11: 1 pL
de DMSO y 199 uL de medio, se homogeniz6 y deseché 80
puL. Columna 12: 120 pL. de medio. Finalmente se afiadi6 80
pL de cultivo de promastigotes de Leishmania amazonensis
(L. amazonensis) a una concentracion de 5 x 10° parasitos/
mL desde la columna 2 a la 12. Las placas se sellaron con
Parafilm® (American National Can, Greenwich, Inglaterra)
y se incubaron a 26 °C durante 72 h. Luego se examinaron
los cultivos con ayuda de un microscopio invertido para
evaluar la presencia de promastigotes moviles en las distin-
tas concentraciones y asi estimar la CPM. Posteriormente,
se agreg6 a cada pocillo 20 pL de resazurina 3 mM (Resa-
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zurin sodium, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) y se in-
cubaron durante otras 8 h en iguales condiciones. Pasado
este tiempo, se leyeron las placas en un lector de placas de
96 pocillos (SUMA®, Cuba) a una longitud de onda de 490
nm. Los valores de concentraciéon contra absorbancia media
fueron ajustados al modelo de E__ sigmoidea y se calculd la
CIL,,?. Los valores de CI,, para cada extracto fueron expre-
sados como la media de tres experimentos independientes.

Determinacién de la citotoxicidad frente a macréfagos
peritoneales de ratén BALB/c

El indicador de citotoxicidad utilizado es la concentracién
citotéxica 50 (CC,,), que es aquella concentracién estimada
de extracto que reduce a la mitad el namero de células via-
bles en comparacién con los cultivos controles no tratados.
La viabilidad celular fue medida por el ensayo fluorimétri-

co con rezasurina®,

Para el ensayo se extrajeron los macréfagos residentes en el
peritoneo de ratones BALB/c mediante lavado con medio
RPMI 1640 (SIGMA, St. Louis, MO, USA) a 4 °C suplemen-
tado con antibiéticos (penicilina sédica 200 UlI, estreptomi-
cina 200 pg/mL). La concentracion de la suspension celular
fue determinada por conteo en camara de Neubauer (se
ajusté a 1 x 10° macréfagos/mL). En placas de 96 pocillos
se distribuyé de la columna 2-12, 100 pL de la suspensién
celular, se incub6 durante 2 h a 33 °C en una atmosfera de
CQO, al 5 %. Posteriormente, se eliminé el sobrenadante y
se afladié: Columna 1: 200 pL de medio RPMI suplemen-
tado con suero fetal bovino (SFB) al 10% y los antibiéticos
correspondientes. Columna 2: 198 uL de medio y 2 pL de
furvina®. Columna 3: 198 uL de medio y 2 pL de producto.
Columna 4-10: 120 pL. de medio. Se realizaron diluciones
seriadas desde 3-10 1/2,5 (80 uL) y se deseché los 80 uL
finales. Evaludndose los productos a 300; 120; 48; 19,2; 7,68;
3,07; 1,23 y 0,49 pg/mL respectivamente. Columna 11: 1 pL
de DMSO y 199 pL de medio. Columna 12: 200 pL de me-
dio. Finalmente se repuso 80 uL de medio desde la columna
3-10. Se incubaron 72 h a 33 °C en una atmésfera de CO, al
5 %. Posteriormente, se afiadi6 a cada pocillo 20 pL de reza-
surina a 3 pM. La lectura se realizé de 16-18 h de incubaciéon
en un lector de placas de 96 pocillos a una longitud de onda
de 490 nm. Se calcularon las absorbancias netas para cada
concentracion y se graficaron las absorbancias resultantes
frente a las concentraciones evaluadas. Estas curvas dosis-
respuestas se ajustaron a un modelo de E__ sigmoidea y se
determiné la CC,.

Este procedimiento se repiti6 para cada producto tres veces
y los resultados son expresados como la media y su desvia-
cién estandar (DE).
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El indice de selectividad (IS) de cada compuesto fue cal-
culado dividiendo la CC,; en la linea celular de mamifero
entre el promedio de las CI frente a los promastigotes de
L. amazoneinsis. Tal como aparece en la siguiente férmula:

RESULTADOS

Ambos extractos mostraron actividad inhibitoria del creci-
miento de los promastigotes de L. amazonensis, aunque no
presentaron actividad parasiticida a ninguna de las concen-
traciones evaluadas (120; 48; 19,2; 7,68; 3,07, 1,22; 0,49 y 0,19
pg/mL).

El extracto acuoso mostré una mejor eficacia contra los pro-
mastigotes al alcanzar una CI,, de 0,28 + 0,15 pg/mL (n=3)
comparada con la del extracto hidroalcohdlico: 0,59 £ 0,26
ug/mL (n=3).

Como puede apreciarse en la Tabla 1 ambos extractos mos-
traron citotoxicidad frente a macroéfagos peritoneales de
ratéon BALB/c. En el extracto acuoso se obtuvo menor cito-
toxicidad que en el hidroalcohélico al presentar una mayor
CC,:0,91 £ 0,11 ug/ml (n=3) con IS = 3,26. El extracto hi-
droalcohélico obtuvo 0,57 £ 0,12 (n=3) con IS = 0,97.

Tabla 1. Actividad inhibitoria frente a promastigotes de L. amazo-
nensis y citotoxicidad de J. gossypifolia L.

CC,,
Extracto pg/mL = DE; pg/mL = DE; IS
n=3 n=3
Acuoso 0,28 £0,15 0,91 +£0,11 3,26
Hidroalcoholico 0,59 +0,26 0,57 +0,12 0,97

CI,,: Concentracién Inhibitoria 50; CC,;: Concentracion Citotoxica
50; DE: Desviacion Estandar; IS: Indice de Selectividad.

DISCUSION

La mayor actividad anti-leishmanial en el extracto acuoso
tiene como causa més probable que los metabolitos con ac-
cién leishmanicida en las hojas de J. gossypifolia L. sean de
alta polaridad.

Medina®™ analiz6 la potencialidad leishmanicida de tres
fracciones obtenidas de un extracto hidroalcohdlico de ho-
jas de la especie J. gossypifolia L.; preparado por reflujo has-
ta agotamiento, concentrado y rotoevaporado hasta seque-
dad. Las fracciones que obtuvo: benceno-cloroformo (BC)
y metanol-agua (MA) presentaron una CI,, de 0,45 ug/mL
y la fracciéon metanélica (MET) 0,70 pg/mL. Las tres frac-
ciones mostraron una CPM de 0,98 a 2,5 ng/mL. La accioén
parasiticida ocurre en este caso por la alta concentracion de
metabolitos en las fracciones analizadas. Puede notarse que

la fraccién MA, de polaridad mayor, tiene menor CI, que la
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fraccion MET. Esto es indicativo de que los metabolitos, o
combinacion sinérgica de metabolitos, con mayor actividad
leishmanicida se encuentran en las fracciones mds polares

del extracto preparado.

Al comparar los resultados obtenidos en este estudio con
los de Medina®™, vemos que el extracto mas polar de los
analizados (extracto acuoso) tiene menores CI, que las tres
fracciones de este autor. Esto podria ser indicativo de que
la preparacién de un extracto acuoso més concentrado de-
berfa dar como resultado concentraciones parasiticidas me-

nores que las declaradas por Medina®™.

Martins y colaboradores® identificaron un metabolito tipo
glicosido (Jatropham) con actividad leishmanicida en las ho-
jas de J. gossypifolia L. con CI, de 0,47 £ 0,05 ug/mL, usan-
do un extracto etandlico al cual también se le determiné
la CI,,de 4,76 = 0,79 png/mL. Ogbonna y colaboradores®
aislaron un metabolito diferente (Jatrophone) de las raices de
J. gossypifolia L. y determinaron su actividad leishmanicida,
obteniendo un valor inferior a 0,4 pg/mL. Noétese que el
extracto acuoso resulta tener mayor efectividad que ambos
metabolitos aislados, lo que podria ser indicativo de la pre-
sencia en el extracto analizado de mas de un compuesto
con actividad semejante, de uno mas potente o de un efecto
sinérgico entre diferentes metabolitos.

Los valores de citotoxicidad obtenidos coinciden con los
obtenidos por Apu y colaboradores’? quienes analizaron la
citotoxicidad de un extracto crudo metandlico y fracciones
de diversa polaridad obtenidas a partir de este, en el mo-
delo de Artemia salina. Apu y colaboradores® concluyen
que la toxicidad de los extractos y fracciones de J. gossypi-
folia L. disminuye con el incremento de la polaridad de los

mismos.

El jatrophone aislado y caracterizado por Ogbonna y colabo-
radores® present6 una CC, de 0.43 ug/mL en un ensayo in
vitro en la linea celular VERO, con un IS de 0.8 1o que, seme-
jante a los extractos obtenidos, indica un mismo nivel de to-
xicidad contra la célula diana (el protozoo en este caso) que
contra las lineas celulares sanas de mamiferos. El jatropham
aislado por Martins y colaboradores® no tiene ningtn re-
porte de toxicidad, lo que no quiere decir que su indice de
selectividad sea alto, sino que queda por determinar.

Es comtn que muchos productos naturales sean toxicos ya
que las plantas son organismos que sintetizan muchos de
estos metabolitos con finalidad defensiva. La citotoxicidad
de ambos extractos puede atribuirse por el momento, tanto
a los posibles metabolitos leishmanicidas como a los identi-
ficados por Almeida®™. Lo que queda claro, es que futuras
investigaciones deben ir encaminadas a separar y aislar el
conjunto de compuestos que tiene capacidad leishmanicida
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en el extracto acuoso que presenta el mejor indice de selec-
tividad.

Este alto nivel de citotoxicidad no debe resultar limitante
para futuras investigaciones sobre esta planta, ya que en
un estudio realizado por Xavier-Santos y colaboradores®
se determiné su nula toxicidad dérmica. Esto abre puertas
para la posible aplicacion en el tratamiento de la leishma-
niasis cutanea.

Son necesarios otros estudios con este material vegetal en
orden de elucidar el mecanismo de accién de sus compues-
tos bioactivos, mientras se reduce la toxicidad mantenien-
do la accién terapéutica.

CONCLUSION

Los extractos de las hojas de Jatropha gossypifolia L. presen-
tan actividad anti-leishmanial cuyo incremento es directa-
mente proporcional a la polaridad del solvente empleado y
elevada citotoxicidad que disminuye inversamente a dicha
polaridad. Dichos resultados avalan la utilizaciéon tépica
de los extractos en su formulacién tradicional para el trata-
miento de la leishmaniosis cutanea.
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