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RESUMEN

En Paraguay, asi como en las Américas, la leishmaniasis constituye una de las
problematicas de salud publica importante, debido a su complejidad tanto
epidemioldgica, clinica y bioldgica, afectando especialmente a los mas pobres y en los
paises en via de desarrollo. Polygonum punctatum Elliot. pertenece a la familia
Polygonaceae, la medicina popular le atribuye varias propiedades, por medio de
estudios anteriores se confirma que diferentes extractos de esta planta presentan
actividad antibacteriana, antiinflamatoria y antifingica. En este trabajo, se evalud la
actividad citotdxica del extracto etandlico de Polygonum punctatum de la familia
Polygonaceae en concentraciones de 100, 50 y 25 pg/ml en células de macrofagos de
ratones, en los cuales no se encontrd actividad citotoxica. Ademas, se evaluo la
actividad leishmanicida por medio de estudios experimentales in vitro a
concentraciones de 100, 75, 50, 25, 20 y 10 ug/ml frente a tres cepas de parasitos:
Leishmania infantum, L. amazonensis y L. braziliensis, en los cuales se observé una
actividad de 58 y 56% de lisis de parasitos con el extracto de 100ug/ml frente a las
cepas de L. braziliensis y L. infantum, respectivamente y 51% para L. amazonensis.
Estos resultados son prometedores, y aportan una base para el desarrollo y blsqueda
de nuevos tratamientos para la leishmaniasis, sin embargo, son necesarios estudios
posteriores en cuanto a aislamiento e identificacion del compuesto y evaluacion en
modelos animales in vivo.
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ABSTRACT

In Paraguay, as well as in the Americas, leishmaniasis constitutes one of the important
public health problems, due to its epidemiological, clinical, and biological complexity,
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especially affecting the poorest and developing countries. Polygonum punctatum Elliot
belongs to the Polygonaceae family, and popular medicine attributes several
properties to it. Previous studies confirmed that different extracts of this plant have
antibacterial, anti-inflammatory and antifungal activity. In this work, the cytotoxic
activity of the ethanolic extract of Polygonum punctatum was evaluated at
concentrations of 100, 50 and 25 pg/ml in mouse macrophage cells, in which no
cytotoxic activity was found. In addition, the leishmanicidal activity was evaluated
through experimental in vitro studies at concentrations 100, 75, 50, 25, 20 and 10
Hg/ml against three strains of parasites: Leishmania infantum, L. amazonensis and L.
braziliensis. Activities of 58 and 56% of parasite lysis were observed with the 100
pg/ml extract against strains of L. braziliensis and L. infantum, respectively, and 51%
for L. amazonensis. These results are promising and provide a basis for the
development and search of a new treatment for leishmaniasis. However, further
studies are necessary regarding the isolation and identification of the compound and
its evaluation in in vivo animal models.

Keywords: Leishmaniasis, Polygonum punctatum, in vitro.

INTRODUCCION

La leishmaniasis es una zoonosis, causado por parasitos flagelados del género
Leishmania, y es trasmitida mediante la picadura de un flebé6tomo, dependiendo de la
especie de Leishmania involucrada, pueden aparecer una variedad de manifestaciones
clinicas en el ser humano. Las lesiones de esta enfermedad son causadas por distintas
especies de protozoario del género Leishmania, y se han identificado a nivel mundial
mas de 20 especies; la mitad de ellas han sido encontradas en América. La forma en
la que afecta la leishmaniasis en la salud, principalmente a las poblaciones mas
pobres, ha hecho que se encuentre dentro de las enfermedades tropicales
desatendidas identificadas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), con una
estimacién anual de 1 a 1,5 millones de casos de leishmaniasis cutanea y 500.000
casos de leishmaniasis visceral™. En la blUsqueda de alternativas terapéuticas a esta
problematica de salud se plantea el uso de las plantas, debido a que éstas han sido de
mucha importancia para el hombre a través de los tiempos; ademas, algunas de ellas
se utilizan en la medicina tradicional contra la leishmaniasis®. Las plantas medicinales
han sido contempladas en el inicio del desarrollo de los farmacos, siguen
contribuyendo al descubrimiento de nuevas moléculas con actividad biolégica y son
utilizadas para futuros fitofarmacos. Gracias a los efectos benéficos que han tenido a
lo largo de la historia, las plantas o productos botanicos siguen siendo utilizadas hasta
hoy en forma de prevencién o tratamientos®. Se estima que el 25% de
medicamentos sintéticos estdn hechos a base de 11 plantas, para tratamientos de
diferentes enfermedades. La OMS determina como medicamentos bdasicos y esenciales
a 252 medicamentos de los cuales un 11% corresponde a medicamentos que tienen
su origen en plantas obtenidas a partir de precursores naturales', En el Paraguay, P.
punctatum crece como maleza y no se aprovechan sus beneficios. Para este estudio
fue elegida esta especie vegetal. El género Polygonum posee una distribucion mundial,
se encuentra desde Estados Unidos hasta el sur de la Argentina. Se desarrolla en los
campos de terrenos bajos, inundables, himedos, a orillas de rios, arroyos, arrozales,
aunque muchas veces forman malezales conocidos con el nombre de "cataysales”®.
En estudios realizados experimentalmente se comprobaron las actividades
antibacteriana y antifingica de extractos diclorometanico, metandlico, hidroalcohdlico
y acuoso de P. punctatum®: En el momento de evaluar un compuesto en busca de
una actividad especifica, como en este caso en busca de actividad leishmanicida, es
fundamental llevar a cabo ensayos citotdxicos cuantificables como complemento a los
ensayos in vitro sobre las diferentes formas parasitarias'”’. En la busqueda de
alternativas terapéuticas a esta problematica de salud se plantea el uso de las plantas,
pues estas han sido de gran importancia para el hombre a través de los tiempos.
Debido a que los tratamientos son escasos y poco eficientes, resulta clara la necesidad
de la busqueda de nuevas moléculas candidatas en base a productos naturales para
tratamientos efectivos y no toxicos de esta enfermedad, por ello en este estudio se
determind la actividad citotoxica y el efecto leishmanicida in vitro del extracto
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etandlico de P. punctatum, empleando macrofagos murinos y promastigotes de L.
infantum, L. amazonensis y L. braziliensis, a modo de tamizaje para elucidar su
potencial antileishmanidsico.

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

La especie vegetal fue colectada en la ciudad de Carapegua, Municipio de
Carapegua Departamento de Paraguari con coordenadas geograficas 25°44°40.2" S,
57°20°07.8” W. A fin de verificar la identidad de la especie vegetal colectada, fue
identificada por personal del Laboratorio de Analisis de Recursos Vegetales (Dpto. de
Biologia) de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (FACEN) en cuyo herbario se
encuentran depositados los especimenes correspondientes con el Nro.4972, (Benitez
Nro. FB 1).

Elaboracion del extracto vegetal

Las hojas y tallos de P. punctatum Elliot fueron deshidratados a temperatura
ambiente durante una semana, en un recinto cerrado. El material vegetal
deshidratado obtenido fue transportado al laboratorio del departamento de Medicina
Tropical del Instituto de Investigacion en Ciencias de la Salud - (IICS-UNA), donde se
procedié a la molienda (fragmentacion de tallos y hojas en pequefias particulas) con
un molino mecanico hasta obtener una muestra fina homogénea para aumentar el
area de superficie y facilitar la penetracion del disolvente en las células, la cual fue
sometida a un proceso de extraccidon por maceracion continua durante cuatro dias con
etanol industrial al 98%. El extracto total fue filtrado y evaporado al vacio con un
rotaevaporador, con agitacion constante a 40 °C de 220V y 50Hz, de esta forma se
obtuvo un concentrado, el cual se llevé hasta secar la muestra a bafio Maria y asi se
obtuvo un extracto bruto crudo.

Ensayos de evaluacion bioldgica
Los ensayos fueron realizados en el Departamento de Medicina Tropical del
Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud (IICS- UNA).

Cepas de Leishmania

Se utilizaron cepas de LEM 75 - Leishmania (Leishmania) (MHOM/FR/78/LEM 75),
LEM 690 Leishmania (Leishmania) amazonensis (MHOM/BR/73/M2269), CUR 22 -
Leishmania (Viannia) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903). Estos parasitos fueron
mantenidos por pasajes sucesivos en medio Schneider enriquecido con 10% de suero
fetal bovino e incubados en estufa a 28°C. Los pasajes se realizaron cada cuatro dias,
o0 cada semana dependiendo de la cepa. Tanto para los pasajes como para los ensayos
se realizaron en forma totalmente estéril, y se utilizd una cabina de flujo laminar
(GELAIRE® BSB 42 Flow Laboratories).

Evaluacion de la actividad leishmanicida

Se peso6 100 ug del extracto y se disolvié utilizando DMSO (DimetilSulféxido), mas
el medio Schneider hasta llegar a una concentraciéon de 100 pg/ml. Los parasitos
promastigotes en fase de crecimiento logaritmico de las tres cepas de parasitos de
Leishmania mencionadas fueron distribuidos en una microplaca de 96 pocillos a una
concentracion de 10° parasitos/ml. Cada pozo fue tratado con las diferentes
concentraciones del extracto (100, 75, 50, 25, 20 y 10, pg/ml) y la prueba fue
realizada por triplicado. Se incubaron en estufa a 289C durante 72 horas, pasado
dicho tiempo, se observaron los parasitos utilizando un microscopio invertido
OLYMPUS IMT-2. Para el control se utilizd el mismo cultivo de parasitos en medio
Schneider también por triplicado. La actividad se evalu6é mediante conteo 6ptico en
microscopio, comparandose con pocillos control positivo y negativo. Los resultados de
la actividad leishmanicida también fueron expresados en valores de porcentajes en
una tabla y graficos en Excel (2016).

La determinacion de la concentracidn inhibitoria 50% (IC50) se realizé mediante el
analisis Probit, para ello se empled un complemento Excel (Finney, 1952).
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Ensayo de citotoxicidad en macrofagos

Para la realizacion de esta técnica se utilizaron 3 ratones Mus musculus albinos,
machos sanos de 20 g de peso promedio y con 12 horas de ayuno. Se utilizaron
macroplacas de titulacién de 24 pocillos con laminillas de forma redondeadas. El
procedimiento se realizd en condiciones de total esterilidad utilizando una cabina de
flujo laminar GELAIRE ® BSB4A Flow Laboratories, las diluciones y los controles se
realizaron por triplicado. Los ratones fueron sacrificados utilizando el método de
eutanasia por agente quimico inhalatorio, cuya especie quimica es el dioxido de
carbono (CO2) (CIOMS- ICLAS, 2012).

La metodologia utilizada fue la extraccién del contenido del peritoneo de cada
animal, se guardd en un tubo estéril hasta su utilizacidon. Se centrifugo el preparado a
1600 rpm durante 10 minutos. Se resuspendido en medio RPMI y se contd en camara
de Neubauer (1.3.10° macréfagos / ml). Se utilizaron macroplacas de 24 pocillos a los
cuales se le colocaron laminillas de forma redondeada previamente sumergidas en
acido nitrico al 3 %, esto para mejor adherencia de los macroéfagos.

Se colocaron 100 ul del medio RPMI conteniendo los macréfagos (1.10° macréfagos
/cubre) en cada pocillo. Se incubé a 37°C -5% CO2 durante 3 horas. Se pesaron 2
mg del extracto y se disolvid con PBS. Para este ensayo se realizaron diluciones a
concentraciones de producto de 100, 50 y 25 pug/ml. Se realizé un lavado de los
pocillos con medio RPMI de manera a eliminar los macréfagos que no se adhirieron a
las laminillas y se pusieron en contacto las diferentes diluciones de los productos con
las células de macréfagos. Luego se incubaron nuevamente en estufa a 37°C- 5% CO2
durante 48 horas.

Para la evaluacion se utilizé microscopio invertido y la lectura se realiza con azul de
tripan al 0.4%. Se contaron 100 macréfagos y se determiné la frecuencia de vivos y
muertos. Se compararon los resultados de las concentraciones con el control. Todos
los ensayos fueron realizados por triplicado.

Asuntos estadisticos: Se determind la concentracién inhibitoria media maxima
(IC50- es una medida cuantitativa que indica la cantidad de una sustancia que se
necesita para inhibir, in vitro, un proceso biolégico dado o componente biolédgico en un
50%). Se utilizd la prueba de bondad de ajuste de Pearson para determinar si el
modelo Probit se ajusta adecuadamente a los datos proporcionados por los
experimentos. La IC50 y el limite de confianza del 95% correspondiente se
determinaron a partir de una curva de regresion de mortalidad, usando el método de
analisis de Probit.

Asuntos éticos: Se siguieron las recomendaciones de la Guia de Principios
Internacionales para Investigaciones Biomédicas que envuelven animales, elaborados
por el Consejo de Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas'®. Se utiliz6 la
cantidad minima posible de animales y se tomaron todas las precauciones para
evitarles sufrimientos innecesarios.

RESULTADOS

Se evaluo la actividad leishmanicida in vitro del extracto etandlico de P. punctatum
Elliot. contra formas promastigotes de las cepas de Leishmania: L. infantum, L.
amazonensis y L. braziliensis.

Actividad leishmanicida

Se determind que el extracto etandlico de P. punctatum Elliot. presenté mayor
actividad frente a las cepas de L. infantum, L. braziliensis. A una concentracion de 100
pg/ml produjo una lisis parasitaria de 56 y 58% de dichas cepas, a esa misma
concentracion disminuyo la actividad frente a L. amazonensis. A una concentracién de
50 y 25 ug/ml la actividad fue mayor contra L. braziliensis, no asi en L. amazonensis y
L. infantum. De esta manera se comprobd que el extracto etandlico de P. punctatum
presentd una mayor actividad frente a los parasitos de la cepa de L. braziliensis, en
todas las concentraciones del extracto (Figura 1). Se observé que a medida que
disminuia la concentracién de extracto disminuia el porcentaje de parasitos muertos.
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Con los datos obtenidos del ensayo se procedié a la construccion de curvas dosis-
respuesta para cada cepa de parasitos de Leishmania, en donde se observd una
inhibicion del 50% de viabilidad de los parasitos que fueron tratados en los ensayos de
efectividad sobre promastigotes y fue comparado con el control positivo anfotericina
B, se observd que las concentraciones a las cuales alcanzarian su ICsy eran
respectivamente: 107 yg/mL para L. infantum, 120 ug/mL para L. amazonensis; y102
pg/mL para L. braziliensis.

Porcentaje de parasitos muertos por cepa
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Figura 1. Comparacion del porcentaje de lisis entre las diferentes cepas de parasitos y las distintas
concentraciones del extracto.

Citotoxicidad en macrofagos

En el presente estudio, se realizd un ensayo para evaluar los parametros
relacionados con la accidon citotdéxica de diferentes concentraciones del extracto
etandlico de P. punctatum.

Para dicha evaluacion se realizaron contajes de 100 células por pozo y de esta
forma se determind la frecuencia de vivos y muertos en todas las concentraciones,
teniendo en cuenta que el colorante azul de tripan tifie los macrofagos muertos. A una
concentracion de 100 upg/mL presentdé un porcentaje de células vivas de 94%
comparando con el control negativo que fue de 100%. Ademas, se pudo observar un
comportamiento similar comparando con el control negativo en las concentraciones de
50 y 25 pg/mL con 84 y 91% de células vivas. Se pudo observar que todos los
porcentajes de células vivas eran valores altos comparados con dicho control negativo
aln con altas concentraciones del extracto (Tabla 1). Los resultados obtenidos con el
ensayo de viabilidad celular no evidenciaron una accion citotoxica clara del extracto de
P. punctatum frente a las células de macréfagos a las condiciones experimentales
realizadas.

Tabla 1. Porcentaje de células vivas y muertas de cada concentracion y control del
extracto de P. punctatum Elliot y sus respectivas desviaciones estandar.

Concemtrackénde o sogm  osgm (O Cont
Numeros de Extracto P. Extracto P. Extracto P. Macrof. Macrof
Macrofagos punctatum punctatum punctatum +RPMI +DMSO
Vivos 94,33+£4,1633 84+1,7321 91,3+2,89 100+0 8,33+1,155
Muertos 5,66+4,163 16+1,7321 8,3%+3,215 0 91,66+1,155
DISCUSION

En este estudio de busqueda de compuestos con actividad leishmanicida de plantas
utilizadas en la medicina tradicional se ha demostrado que el extracto etandlico de P.
punctatum presentd actividad leishmanicida in vitro cuando fueron evaluados contra
formas promastigotes de tres cepas de parasitos, segun se observd que las cepas de
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L. infantum y L. braziliensis presentaban mayor actividad que la de L. amazonensis.
Esta diferencia observada en los resultados podria deberse a la gran variabilidad
genética entre las cepas estudiadas®. El extracto etandlico ensayado es una mezcla
de varias partes de la planta, de esta forma la actividad observada podria deberse
también a un efecto sinérgico de todas las sustancias presentes en el extracto crudo
de la planta, seria importante separar en fracciones y de esa forma obtener las
moléculas aisladas'®’. Es importante mencionar que se debe tener en cuenta la parte
de la planta utilizada, la época de colecta del material vegetal, la forma de utilizacidn,
asi como la influencia de factores ambientales, ecoldgica, climatica y geomorfoldgica
gue pueden influir en la produccion de metabolitos secundarios. Esta variabilidad en la
composicion quimica de la planta puede ser un factor importante a la hora de obtener
los resultados de ensayos in vitro que no confirmen la actividad para el uso tradicional
de la planta®®, Existen estudios en los que se utilizé partes aéreas de P. salicifolium,
una planta del género Polygonum, la cual contenia metabolitos secundarios que
presentaban actividad leishmanicida sobre L. mexicana y no presentd actividad
citotdxica sobre una linea celular humana®?,

Para el estudio de viabilidad celular es importante destacar que la tincién de azul
tripdn en las células expuestas a los extractos permite que se pueda visualizar y
diferenciar entre células viables de las no viables, siendo la membrana celular la que
deja atravesar color antes si presentan dafios, de esta forma se predice la muerte
celular, siendo este factor el que justifica los cambios que se seguiran realizando con
los extractos para ser considerado un probable candidato a farmaco. El azul tripan
mide la accién citotdxica de una sustancia desde el punto de vista metabdlico y de
viabilidad, en un periodo de tiempo corto, por lo cual puede ser reversible en
determinadas circunstancias. Por otro lado, la evaluacién de la supervivencia celular
por medio de la eficiencia de clonacién permite la evaluacion de la capacidad
proliferativa de la poblacién celular*®, Se ha observado que P. punctatum no presenta
actividad citotdxica y tiene actividad antiproliferativa®®.

En Paraguay P. punctatum se utiliza como medicina tradicional debido a sus
propiedades antiinflamatorias, las partes aéreas o las hojas se utilizan habitualmente
en preparaciones galénicas a partir de la propia planta y es posible que la propiedad
antiinflamatoria de la planta se deba a la presencia de poligodios en las partes aéreas,
sin embargo, este compuesto es en realidad responsable de la actividad
antifingica®®. En Paraguay este es el primer estudio de evaluacion leishmanicida de
la planta P. punctatum. Se logré evaluar biolégicamente el extracto etandlico obtenido
de P. punctatum. De esta manera, este estudio revela que dicho extracto presenta
una actividad leishmanicida en ensayos experimentales in vitro, frente a las formas
promastigotes de L. infantum, L. amazonensis y L. braziliensis, y no presenta
citotoxicidad en las células de macréofagos de ratones, en las concentraciones
experimentales realizadas, por lo que se podria considerar a P. punctatum como
candidato para completar con estudios bioldgicos tanto in vivo e in vitro sobre otros
parasitos como T. cruzi.

Para estudios futuros se recomienda separar los metabolitos secundarios
mayoritarios del extracto y determinar sus estructuras, realizar estudios de viabilidad
celular de cada fraccién con el fin de evaluar su potencial como candidato a farmacos.
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