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RESUMEN

Introduccion: Los productos naturales han mostrado una buena actividad
antiparasitaria.

Objetivo: Evaluar la actividad antiprotozoaria de plantas utilizadas en Cuba como
antiparasitarias.

Métodos: Se prepararon extractos etandlicos de nueve especies de plantas y
fracciones de alcaloides y sin alcaloides de Mammea americana L. Se evalué la
inhibicion del crecimiento de promastigotes de Leishmania amazonensis,
trofozoitos de 7richomonas vaginalisy de la esquizogonia de Plasmodium berghei.
Se determiné el indice de selectividad (IS) midiendo citotoxicidad frente a

macrofagos peritoneales de raton.
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Resultados: El extracto crudo de hojas de M. americana fue el Unico en mostrar IS
superiores a 4 (frente a L. amazonensisy P. berghe)). La fraccién enriquecida en
alcaloides mostré un valor de Clso sobre P. berghei similar al extracto crudo con
una selectividad superior (IS = 7,5). La fraccién sin alcaloides mantuvo igual
actividad y selectividad que el extracto frente a Leishmania, pero fue cinco veces
mas potente que el extracto frente a Plasmodium, con un IS siete veces mayor.
Ningun extracto mostré actividad significativa frente a 7richomonas.
Conclusiones: El extracto de hojas de M. americana muestra actividad
antiprotozoaria aceptable. Se revela por primera vez la actividad antiplasmodial de
alcaloides de las hojas de M. americana.

Palabras clave: Cuba; plantas; medicina tradicional; actividad antiplasmodial,

Plasmodium berghei.

ABSTRACT

Introduction: Natural products have shown good antiparasitic activity.

Objective. To evaluate the antiprotozoal activity of plants used in Cuba as
antiparasitics.

Methods: Ethanolic extracts of 9 plant species, alkaloid and alkaloid-free fractions
of Mammea americana L. were prepared. The growth inhibition of Leishmania
amazonensis promastigotes, 7richomonas vaginalis trophozoites and
Plasmodium berghei schizogony was evaluated. Selectivity index (SI) were
determined by measuring cytotoxicity against macrophages from mice.

Results: The crude extract of M. americana leaves was the only one to show IS
higher than 4. The alkaloids rich fraction showed an ICso value against P. berghei
similar to the crude extract with a higher selectivity (IS=7.5). The fraction without
alkaloids maintained the same activity and selectivity against Leishmania but was
five times more potent than the extract against Plasmodijum with seven times
higher IS. No extract showed significant activity against Trichomonas.
Conclusions: The extract of M. americana leaves shows acceptable antiprotozoal
activity. For the first time, the antiplasmodial activity of alkaloids from M.

americanaleaves is revealed.
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Introduccion

Los protozoos pardsitos constituyen un serio desafio para la salud mundial.
Trichomonas vaginalis es la infeccion de transmision sexual no viral mas
prevalente en el mundo;(") mientras que los parasitos de los géneros Plasmodium,
Leishmania y Trypanosoma son colectivamente responsables de millones de
muertes cada afio. Debido a la aparicion y propagacion de la farmacorresistencia,
las opciones de tratamiento para estas parasitosis con frecuencia son limitadas
con reducida eficacia.(?

Los productos naturales muestran una buena actividad frente a un amplio espectro
de parasitos.(4 Algunos de esos productos provienen de plantas tradicionalmente
utilizadas en medicina popular contra infecciones causadas por helmintos.®
Varias especies de la flora medicinal cubana se emplean como vermifugo,
antihelmintico o parasiticida.®) En este estudio, se evalu6 la actividad
antiprotozoaria in vitro sobre Plasmodium berghei, Trichomonas vaginalis y
Leishmania amazonensis de extractos de nueve especies de estas plantas
utilizadas en Cuba como antiparasitarias.

Las especies de plantas se seleccionaron luego de la revision de la literatura
etnoboténica cubana.567) La identificacion y recoleccion de las nueve especies de
plantas se realizd por un especialista en botanica (Dr. Pedro Pablo Herrera). Se
conservd un ejemplar de cada especie en el Herbario del Instituto de Ecologia y
Sistematica, de La Habana. La informacién sobre las especies recolectadas se
muestra en la tabla 1.

La preparacion de los extractos etandlicos se realizé6 segun se describié por

Fernandez-Calienes y otros.® El extracto enriquecido en alcaloides de Mammea
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americana L. se preparé a partir del extracto etandlico liofilizado. Este se disolvié
en metanol a una razén 1:10 masa de producto/volumen de solvente;
posteriormente, se lavé con éter de petrdleo. La fase etérea se denominé fraccién
sin alcaloides. La fraccion metandlica se concentré a sequedad, se anadié acido
sulfarico (1 %) y se filtré. La fraccion acida se basificé y se lavé con cloroformo.
Finalmente, la fraccidn cloroférmica se concentré y se obtuvo la fraccion rica en
alcaloides.®) Mediante la reaccién del Dragendorff, se verifico la presencia
(reaccién positiva) o ausencia de alcaloides (reaccion negativa). Se removio el
solvente por evaporacion a presion reducida y el residuo restante se congel6 a -20
°C hasta su liofilizacion.

Los extractos y las fracciones se disolvieron en dimetilsulféxido (DMSO, BDH,
Reino Unido) a 20 mg/mL. Los farmacos de referencia se disolvieron en agua
destilada estéril, sulfato de cloroquina (Sigma, St. Louis, MO, EUA) a 1 pg/mL y
anfotericina B (AmB; IMEFA, La Habana, Cuba) a 2 mg/mL; mientras que el
metronidazol (Sigma, St. Louis, MO, EUA) se disolvié en DMSO a 3,4 mg/mL.

Se obtuvieron ratones hembra BALB/c, con un peso corporal de aproximadamente
20 a 22 g, del Centro Nacional de Produccion de Animales de Laboratorio
(CENPALAB, Mayabeque, Cuba). EI mantenimiento y cuidado de los ratones se
siguié de acuerdo con las directrices del Comité de Etica para el Uso Humano de
Animales de Laboratorio (proyecto IPK-0603021). Se controlé la temperatura y la
humedad, con ciclos de luz/oscuridad de 12 h y se proporcioné agua y alimento a
todos los animales para ser consumidos libremente.

La cepa ANKA de Plasmodium berghei se mantuvo por pases sucesivos en ratones
BALB/c: se infectaron ratones sanos por la ruta intraperitoneal con 10° eritrocitos
de ratones parasitados. El ensayo para evaluar la actividad antiplasmodial se hizo
en placas de 96 pocillos. Se realizd el conteo directo de esquizontes en laminas
tefiidas con Giemsa para calcular el porciento de inhibicion de la esquizogonia en
relacién con los controles tratados con DMSO. ®

El aislamiento T-H7 de 7. vaginalis se axeniz6 a partir exudados vaginales de una
mujer sintomatica.('? Los parasitos se cultivaron en medio TYI suplementado con
10 % de suero bovino (LABIOFAM, La Habana, Cuba), bajo condiciones anaerébicas

a 37 °C. Para los experimentos se utilizaron los cultivos en fase exponencial. El

@) e |
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ensayo de actividad trichomonicida se realizd con un método colorimétrico
utilizando una sal de tetrazolio (MTT). Se ensayaron varias concentraciones de
productos, entre 1,56 y 200 pg/mL y se calculé el porciento de inhibiciéon con
relacién al control tratado con DMS0.('"

Los parasitos de L. amazonensis (MHOM/77BR/LTB0016) se aislaron de lesiones
en ratones BALB/c y se mantuvieron en estadio promastigote a 26 °C en medio
Schneider (SIGMA, St. Louis, MO, USA) con 10 % de suero fetal bovino (SIGMA, St.
Louis, MO, USA), 100 pg de estreptomicina/mL and 100 U penicilina/mL. La
actividad antipromastigote se determiné usando un método colorimétrico con sal
de tetrazolio (MTT) y se calcul6 el porciento de inhibiciéon con relacién a los
controles tratados con DMSO0.('2

Los extractos y fracciones de plantas se probaron a siete concentraciones (3,12;
6,25;12,5;25; 50; 100 y 200 pg/mL). La concentracién final de DMSO en las pruebas
no superd el 0,5 %. En todos los casos la actividad se expresé como la
concentracion que reduce el 50 % de la absorbancia o de la esquizogonia (en el
caso de P. berghel). Los valores de concentracion inhibitoria media (Clso) o
concentracion citotéxica media (CCso) se determinaron a partir de curvas dosis-
respuesta. Los resultados se expresaron como media y desviacion estandar (DE).
La selectividad de la actividad se evalué mediante la evaluacién simultanea de la
citotoxicidad frente a macréfagos peritoneales de raton BALB/c también usando el
método colorimétrico del MTT.('2 Se calcul6 el indice de selectividad (IS) como la
razon CCso/Clso. El criterio de actividad fue una Clsp menor que 100 pg/mL con un
IS superior a cuatro.('®

Las especies con algun antecedente de actividad antiprotozoaria de sus extractos
son M. americana,('® Mentha x villosa Huds., "9 Quisqualis Indica L.("®) y Sonchus
oleraceus L.(7) (tabla 1). Los extractos de Hylocereus undatus (Haw.) Britton &
Rose, M. americana, M. villosa, Q. indica y S. oleraceus exhibieron valores de Clsg
inferiores a 100 ug/mL; mientras que los extractos de Centrosema virginianum (L.)
Benth., Crescentia cujete L., Hamelia patens Jacq. y Polypodium aureum L. no
mostraron actividad a la maxima concentracioén evaluada (tabla 2). Esto coincide
con lo reportado en la literatura donde C. cujetey H. patens resultaron inactivas

sobre Trypanosoma cruzf'® o Trichomonas, Giardia, Entamoeba hystolytica, T.

Esta obra esté bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES



€CiMED
" ala Revista Cubana de Medicina Tropical. 2024;76(sup):e1033

cruziy L. mexicana'®) respectivamente. Sobre C. virginianumy P. aureum no se
hallaron reportes de actividad (tabla 1).

El extracto crudo de hojas de M. americana exhibioé la menor Clsg en los tres
modelos y fue el Unico que mostré IS de su accién antiprotozoaria por encima de
4 (tabla 2). Por esta razén, se procedié a obtener fracciones de este extracto que
pudieran guiar la identificacion de la naturaleza de los componentes activos, La
fraccion enriquecida en alcaloides de Mammearesulté inactiva frente a 7. vaginalis
y promastigotes de Leishmania;, pero, mostré un valor de Clso contra P. berghei
similar al extracto crudo con una selectividad superior (IS = 7,5). La fraccion sin
alcaloides mantuvo igual actividad y selectividad frente a Leishmania, sin embargo,
fue cinco veces mas potente que el extracto crudo frente a Plasmodium con un IS

siete veces mayor (S| = 33,9).

Tabla 1 - Especies de plantas utilizadas en Cuba como antiparasitarias, incluidas en el

estudio
Uso Numero
. . Nombre . _ Parte Fechadela Lugar de
Especie (familia) antiparasitario de
comun utilizada colecta la colecta
en Cuba especimen
Centrosema
o ) Buena contra
virginianum (L.) Papito de La Chata, HAC
las lombrices Semilla Octubre/2010
Benth. lareina La Habana 43030
Roig®
(Papilionaceae)
Contra
parasitos Giiira de
Crescentia cufete Giira ) )
) ] ) intestinales Fruto Febrero/2011 Melena, ROIG4855
L. (Bignoniaceae) | cimarrona
Volpato y Artemisa
otros)
Hamella patens Parte Ceiba del
] Contra la ] HAC
Jacq. Ponasi aérea Junio/2011 agua,
_ sarna Roig® . 43060
(Rubiaceae) Artemisa
Hylocereus Vermicida
Flor de Santos
undatus (Haw.) ] externo e ] HAC
cdlizo Tallo Octubre/2010 Sudrez, La
Britton & Rose ) interno 43045
pitahaya ) Habana
(Cactaceae) Roig®
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Mammea Mamey Contra los HAC
La Chata,
americanal.. de Santo parasitos de la Corteza Octubre/2010 43056
La Habana
(Clusiaceae) Domingo piel Roig®

Antiparasitaria

y contra
Mentha x villosa Parte Santos
Yerba afecciones ] . HAC
Huds. aérea Junio/2011 Suérez, La
buena estomacales 43035
(Lamiaceae) Habana
Fuentesy
Granda(®
Polypodium Arroyo
Antihelmintico HAC
aureum\L. Calaguala Raiz Octubre/2011 Arenas, La
o Roig® 43032
(Polipodiaceae) Habana
Quisqualis Expulsar Vibora, HAC
indica L. Piscuala tricocéfalos Semilla Junio/2011 La 43036
(Combretaceae) Roig® Habana
Contra
Sonchus parasitos del Ceiba
. Planta HAC
oleraceus L. Cerraja higado. Abril/2011 del agua,
completa 43051
(Asteraceae) Fuentes y Artemisa
Granda(®

Tabla 2 - Actividad antiprotozoaria de extractos de plantas utilizadas en Cuba como

antiparasitarias

CCsox DE . .
Clso  DE (pg/mL) Indice de selectividad (IS)
(ng/mL)
Macréfag
os
Extracto Parte P. L. T. P. L. T.
peritonea
bergh | amazonen | vagina les d bergh | amazonen | vagina
es de
ei sis lis ei sis lis
ratén
BALB/c
C.
Parte 178,7 +
virginianu >100 >200 - - - -
aérea 74
m
Fruto
1247 +
C. cujete madur >100 62 >200 - - - -
o )
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Fruto
no
>100 >200 > 200 - - - -
madur
o
Parte
H. patens i >100 >200 >200 - - - -
aérea
H. 158,5 +
Tallo >100 75845 > 200 - 2,1 -
undatus 6,2
Cortez 68,2 +
M. > 200 >200 > 200 >29 - -
a 7.3
american
249 + 99,3 + 1122 +
a Hoja 229+22 45 49 11
41 1.2 39
Parte 351+ 140,3 £
M. villosa > 200 102,0+1,1 29 - -
aérea 3,7 3,8
Planta
P. aureum | comple | >100 > 200 > 200 - - - -
ta
Parte
>100 > 200 >200 - - - -
aérea
Q. indica
1654 +
Fruto 68,6 > 200 >200 2,4 - -
5,0
S. Parte 1573
>100 842+1,3 >200 - 1,9 -
oleraceus aérea 1,9
Fraccioén
de
alcaloides 26,6 +
Hoja > 200 >200 > 200 7.5 - -
M. 3,5
american
a
Fraccién
sin
alcaloides 46+ 1558 +
Hoja 388+14 > 200 339 4,0 -
M. 1.2 7.1
american
a
Sulfato de 0,018
cloroquin - + - - - - - -
a 0,001
() ev-nc |
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Anfoterici 0,03 +
naB 0,003
Metronida 0,64 +
zol 0,05

La informacién recopilada por Roig® recoge el uso en Cuba de la corteza de M.
americana contra parasitos de la piel. Sin embargo, los estudios etnobotanicos en otros
paises revelan el uso antihelmintico de las semillas® y el uso antipaltidico o contra
fiebres intermitentes de las hojas.('% Estudios farmacoldgicos no clinicos demostraron
la actividad antimicrobiana y tripanocida de esta especie.('¥ Nuestros resultados
confirman el efecto antiprotozoario de los extractos de hojas de M. americana; este es

el primer reporte de actividad antiplasmodial, trichomonicida y leishmanicida.

El tamizaje fitoquimico del extracto seco de la tintura 20 % de hojas de M. americana
cultivada en Cuba revel6 la presencia de alcaloides, cumarinas, fenoles o taninos,
quinonas y flavonoides.@) El fraccionamiento del extracto de hojas de M. americana
demuestra la presencia de varios compuestos con actividad antiprotozoaria en las hojas
de esta planta. Aparentemente, los alcaloides estan especificamente involucrados en la
actividad antiplasmodial; mientras, compuestos de una categoria diferente, son
responsables de una actividad antiprotozoaria y citotoxica mas potente. Se conoce poco
de los alcaloides de esta especie, por lo que este seria el primer hallazgo de actividad

antiplasmodial de alcaloides de las hojas de M. americana.

La mayoria de las propiedades farmacolégicas de M. americana se atribuyen a las
cumarinas.(' Estas se han estudiado profundamente, se conoce que al menos cuarenta
tipos estan presentes en las semillas y las hojas de esta especie.('¥ En particular,
mammea B/BA, mammea A/BAy mammea A/BB, muestran una potente actividad frente
a epimastigotes y tripomastigotes de 7rypanosoma cruzi(*¥) Sin embargo, no se hallaron
reportes de actividad frente a otros protozoos. Nuestros resultados sugieren que las
cumarinas son los responsables de la potente actividad mostrada por el extracto sin

alcaloides.

El presente estudio puede considerarse como una contribucién al descubrimiento de

farmacos antiprotozoarios. La mayoria de los descubrimientos anteriores de farmacos
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lideres que adoptaron el enfoque etnofarmacoldogico se basaron en estudios de
deteccion in vitro que luego fueron seguidos mediante estrategias de fraccionamiento
guiadas por bioensayos, investigaciones de los mecanismos de accion, y experimentos
de toxicidad y antiprotozoarios /n vivo. El estudio identificé extractos derivados de una
planta de uso medicinal en Cuba con una actividad antiprotozoaria significativa /in vitro.
La limitacion de este estudio es el uso del extracto completo o fracciones para confirmar
la actividad antiprotozoaria, Se recomienda identificar los compuestos que componen
los extractos de hojas de M. americana y evaluar su eficacia antiprotozoaria para el

futuro descubrimiento de un nuevo farmaco potencial contra los protozoos evaluados.

Conclusiones

El extracto de hojas de M. americana exhibié actividad antiprotozoaria aceptable. El
fraccionamiento revelé la existencia de compuestos activos de naturaleza alcaloide y no
alcaloide en las hojas de M. americana. Por primera vez, se revela la actividad

antiplasmodial de alcaloides de las hojas de M. americana.
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